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1 Einleitung  
 
1.1 Prinzipien der Gentherapie  
Die Gentherapie wird als eine vielversprechende und aussichtsreiche 
Behandlungsoption in der modernen Medizin angesehen. Die Grundlage der 
Gentherapie bildet die gezielte therapeutische Manipulation der genetischen 
Informationen eines Patienten. Im engeren Sinne wird unter Gentherapie das Ersetzen 
eines defekten Gens durch eine korrigierte Kopie oder im weiteren Sinne das 
Verabreichen von therapeutischen Nukleinsäuren verstanden. Diese Nukleinsäure-
basierten Medikamente können die Produktion eines Proteins auf DNA oder RNA 
Ebene einleiten, modulieren, steigern oder unterdrücken (Kawakami et al. 2008).  
Abbildung 1 zeigt eine Übersicht über die Geschichte der Gentherapie. Hervorzuheben 
ist das Jahr 1962, in dem von Waclaw Szybalski (SZYBALSKA und SZYBALSKI 1962; 
Wirth et al. 2013) ein Gentransfer in Säugerzelllinien durchgeführt wurde (Abbildung 
1). Der erste offiziell anerkannte Gentransfer im Menschen gelang 1988 Steven A. 
Rosenberg, wobei er das TNF-codierende Gen (Tumornekrosefaktor) in 
Tumorinfiltrierende Lymphozyten (TIL) einschleuste (Rosenberg et al. 1988). 1990 
erfolgte durch die amerikanische Gesundheitsbehörde FDA (Food and Drug 
Administration) die Genehmigung der ersten klinischen Anwendung eines Phase III 
Gentherapeutikums zur Behandlung von Patienten mit einem schweren kombinierten 
Immundefekt (Adenosin-Deaminase Defizienz, ADA-SCID) (Blaese et al. 1995). Ein 
Rückschlag in der Anwendung gentherapeutischer Verfahren wurde 1999 durch den 
Tod von Jesse Gelsinger ausgelöst (Stolberg 1999). Der Patient litt an einem Ornithin-
Transcarbamylase-Mangel und verstarb infolge eines Multiorganversagens. 
Höchstwahrscheinlich waren die Adenoviren, Träger des eingesetzten Gen-
Therapeutikums, dafür verantwortlich. 2012 wurde das Gentherapieprodukt Glybera 
als erstes Therapeutikum in Europa von der europäischen Arzneimittelbehörde EMA 
unter der neuen Arzneimittelgruppe „Arzneimittel für Neuartige Therapien“ (Advanced 
Therapy Medicinal Products, ATMP‘s) zugelassen. Glybera dient der Behandlung der 
Lipoproteinlipasedefizienz (LPLD) (Yla-Herttuala 2012). In die neue 
Arzneimittelgruppe gehören ebenso Nukleinsäure-basierten Therapeutika, welche 
Nukleinsäuren in den Menschen transferieren, zu ersetzen, zu modifizieren oder zu 
reparieren. Diese neuartigen therapeutischen Optionen können in Zukunft einen Platz 
für unheilbare Krankheiten, bspw. in der Behandlung primärer Immundefekte, 
neurodegenerativer Erkrankungen oder schweren onkologischen Verläufen 
einnehmen. 
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Abbildung 1: Übersicht über die Geschichte der Gentherapie (Wirth et al. 2013) 
 
1.1.1 Mechanismen der Gentherapie 
Grundsätzlich kann man zwischen einer ex vivo und einer in vivo Behandlung 
unterscheiden. Bei der ex vivo Behandlungen werden entweder dem Patienten 
(autolog) oder einem Spender (allogen) Zellen entnommen und diese im Labor mit den 
entsprechenden Nukleinsäure-Präparaten behandelt. Anschließend können diese 
Zellen expandiert und wieder in den Körper appliziert werden. Für die in vivo 
Behandlung wird dahingehend das Gentherapeutikum direkt in den Körper 
eingebracht. Die therapeutische Wirksamkeit kann dabei persistent oder zeitlich 
beschränkt (transient) erfolgen. Häufig bestimmt die Methode des genetischen 
Transfers, ob eine Nukleinsäure in das Genom der Zelle integriert wird und somit 
(potentiell) dauerhaft oder nur zeitlich begrenzt wirksam ist. Während bestimmte virale 
Transfermethoden die dauerhafte Integration erlauben, handelt es sich bei den 
allermeisten physikalischen und chemischen Transfermethoden um transiente 
Verfahren.  
Prinzipiell kann man 4 verschiedene Mechanismen der Gentherapie unterscheiden: 
1. Gene replacement (Ersatz kompletter Gene) 
2. Gene addition (Hinzufügen von Genen) 
3. Gene knockdown (Herunterregulation) bzw. Gene knockout (Ausschalten von 
Genen) 
4. Gene editing (zielgerichtete Veränderung von Gene) 
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Diese Methoden erfordern häufig das Einschleusen von Oligonukleotiden, kurzen 
Nukleinsäure-Fragmenten von wenigen Basenpaaren, z.B. antisense Oligonukleotide 
(AON) oder short interfering RNA (siRNA). Sie fallen auch unter die ATMP Kategorie. 
Im Rahmen dieser Arbeit sollte das Verfahren des gene knockdowns angewandt 
werden mit dem Fokus der Anwendung von Oligonukleotiden, welche transient in der 
Zelle verbleiben. Es sollen Oligonukleotide (AONs und siRNA) eingesetzt werden, 
wobei die AONs ein alternatives Spleißen, das sogenannte exon skipping, induzieren 
sollten. Dabei wird das anvisierte Exon beim Spleißen, also dem Prozessieren einer 
prä-mRNA zur fertigen mRNA, übersprungen. Als prominentes Beispiel zur Induktion 
von exon skipping mittels AON gilt dabei die Behandlung der Muskeldystrophie 
Duchenne. Durch Überspringen eines mutierten Stoppcodons, häufig in Exon 51, aber 
auch in anderen Abschnitten des Dystrophingens auftretend, lässt sich die Dystrophin 
Expression wieder weitestgehend herstellen (Aartsma-Rus et al. 2017). Das dann um 
das übersprungene Exon verkürzte Proteinprodukt trägt dazu bei, den klinischen 
Phänotypen signifikant in der Ausprägung zu reduzieren, in etwa ähnlich der 
Muskeldystrophie vom Typ Becker (Abdul-Razak et al. 2016).  
Die meisten therapeutischen Oligonukleotide bestehen aus einer kurzen 
Nukleotidsequenz von 13-25 Basenpaaren und können aus einzel- oder 
doppelsträngigen RNA bzw. DNA-Molekülen aufgebaut sein (Dias und Stein 2002). 
Beide Moleküle besitzen ein Phosphorsäurerückgrat, im Fall der RNA bestehend aus 
Ribonukleotiden und bei der DNA aus Desoxyribonukleotiden (Abramova 2013). 
Zusätzlich binden an den Nukleotiden eine von vier organischen Basen. Mittels 
diverser verfügbarer chemischer Modifikationen können die Oligonukleotide darüber 
hinaus chemisch und physiologisch stabilisiert werden. Die Modifikationen erhöhen die 
Stabilität, Affinität und Spezifität, verhindern unspezifische Nebenwirkungen und 
verzögern den Abbau durch Nukleasen (Martinez et al. 2013; Gaudet und Brisson 
2015). Die relativ einfache chemische Synthese der Moleküle erlaubt außerdem eine 
relative preisgünstige hochqualitative, GMP-gerechte Herstellung (good 
manufacturing practice). 
Folgende Modifikationen können bei Oligonukleotiden angewendet werden: 
1. Ersatz des Sauerstoffatoms durch ein Schwefelatom im Phosphatrückgrat  
Das neu entstandene Phosphorothioat (PTO) wird effektiver vor extra- und 
intrazellulärem Abbau durch Nukleasen geschützt (Erb et al. 2012). Jedoch erhöht 
diese Modifizierung die Bindung der Moleküle an Plasmaproteine oder andere 
Rezeptoren (Sharma et al. 2014). Nichtsdestotrotz wurde 1998 durch die FDA ein 
PTO-AON, Fomivirsen (Handelsname Vitravene), zur Behandlung von durch 
Cytomegalovirus induzierter Retinitis zugelassen (Roehr 1998). Fomivirsen wirkt durch 
komplementäre Bindung an virale Nukleinsäure-Abschnitte (antisense Mechanismus) 
direkt antiviral (Abb. 2).  
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2. Modifikation des Zuckerrings z.B. durch Methylierungen 
Eine Methylierung der 2‘-Position der Ribose eines RNA-Oligonukleotids, geht häufig 
mit einer verstärkten Bindung an die spezifische mRNA einher (Prakash 2011) (Abb.2).  
3. Kombination aus PTO-Rückgrat und Methylierung 
Es entsteht ein Oligonukleotid der zweiten Generation mit einer stark erhöhten 
Resistenz gegenüber Nukleasedegradation und einer hohen Affinität zur Ziel-
Nukleinsäure (Sharma et al. 2014). Die entstandene Oligonukleotidgruppe wird als 2‘-
O-methyl PTO bezeichnet.  
4. Locked nucleid acids 
LNA-Nukleotide (locked nucleic acids) werden vorzugsweise, wie eine Reihe anderer 
modifizierter Nukleotide auch, als Hybrid-Oligonukleotide eingesetzt (gapmer; nach 
engl. gap = dt. Lücke). LNAs besitzen eine zusätzliche Brücke zwischen dem 2‘-
Sauerstoff und dem 4‘-Kohlenstoff am Ribosering. Durch diese Modifizierung ergibt 
sich eine signifikante Erhöhung der Bindungsaffinität und der Nukleaseresistenz 
(Obika et al. 1997; Kumar et al. 1998). In Kombination mit einem PTO wurde das 
Medikament Mipomersen zur Behandlung der familiären Hypercholesterinämie als ein 
2′-MOE (2′-O-methoxyethyl RNA) gapmer antisense Oligonukleotid der zweiten 
Generation durch die FDA 2013 zugelassen (Lee et al. 2013) (Abb. 2). 
5. Ersatz des Riboserings durch ein Morpholinoring 
Eine weitere gut untersuchte Oligonukleotid-Variation bilden die Phosphordiamidat-
Morpholino Oligomere (PMO). Bei PMOs ist der Ribosering durch ein Morpholinoring 
und die Phosphodiester Verbindung durch eine Phosphordiamidatverknüpfung ersetzt 
worden. Sie zeigen ebenfalls eine erhöhte Zielsequenzbindung, Nukleaseresistenz 
und eine generell gute antisense-Wirkung (Schnell et al. 2013). Jedoch ist diese 
Variation in ihrer in vivo Wirkung aufgrund der schwierigen Transfektion und der 
schnellen renalen Elimination limitiert (Moulton und Moulton 2010). Die FDA erteilte für 
das Therapeutikum Eteplirsen (Handelsname Exondys 51), welches der Klasse der 
PMOs zugeordnet ist, 2016 die Zulassung zur Behandlung von Muskeldystrophie 
Duchenne. (Abb. 2). 
In der vorliegenden Arbeit soll durch Einsatz einer 2‘-O-methyl PTO RNA als antisense 
Oligonukleotid das exon skipping ausgelöst werden. 
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Abbildung 2: Beispiele von Modifikationen, genutzt in Antisense Oligonukleotiden. Dargestellt ist die 
unmodifizierte RNA bzw. DNA und die Modifikationen des Phosphatrückgrats PTO und PMO, sowie mögliche 
Modifikationen am Zuckerring, LNA und 2‘-O-Methylierung. Modifiziert nach DeVos et al 2013. 
Antisense Mechanismus 
Nach Transfektion und Freisetzung der zur Zielsequenz komplementären 
einzelsträngigen DNA- bzw. RNA-Oligonukleotide kann eine Bindung an die Ziel-
mRNA erfolgen und verschiedene Effekte auslösen. Antisense Oligonukleotide 
(AONs) können die Translationsmaschinerie sterisch hindern (Abb. 3, Mechanismus 
1). Dabei wird die 40S Untereinheit der Ribosomen blockiert und somit auch die 
Proteinsynthese (Baker et al. 1997; Bennett und Swayze 2010). Ein weiterer möglicher 
Mechanismus im Zellplasma erfolgt durch die Nuklease RNase H und führt zu einem 
Abbau einer DNA-RNA Hybrid-Struktur (Abb .3, Mechanismus 2). Das Enzym 
hydrolisiert den RNA Strang des DNA/RNA-Duplex und leitet sofort den Abbau des 
gesamten Moleküls durch zelluläre Nukleasen ein (Ward et al. 2014). AONs können 
auch alternatives Spleißen der prä-mRNA induzieren, wobei sie allerdings in den 
Zellkern gelangen müssen (Abb. 3, Mechanismus 3). Für diesen speziellen 
Mechanismus müssen die AONs so konzipiert werden, dass sie an spezifischen 
Spleißstellen des Zielexons binden. Dadurch wird die Interaktion von Spleißfaktoren, 
wie RNA-bindende Proteine, small nuclear RNAs (snRNAs) und andere Komponenten 
des Spliceosoms, verhindert (Kole et al. 2012). Künstliches alternatives Spleißen kann 
letztendlich unterschiedliche Effekte auslösen: das Beibehalten von Introns, die 
Korrektur des offenen Leserahmens eines Gens, die Unterbrechung des offenen 
Leserahmens oder das Ausschneiden von Exons (exon skipping) (Aartsma-Rus und 
van Ommen 2007). Bei dem letztgenannten Effekt wird das anvisierte Exon 
übersprungen und befindet sich nicht mehr in der mRNA. Es kann kein 
funktionsfähiges Protein mehr entstehen, welches von dem Gen kodiert wurde. 
Anhand dieser Modulierung kann defekte RNA repariert und somit die Funktion von 
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wichtigen Proteinen wiederhergestellt werden, es können neue Proteine mit 
gewünschten Eigenschaften produziert werden und ebenso kann dieser Mechanismus 
als Regulationsmodus eingesetzt werden (Kole et al. 2012).  
 
Abbildung 3: Antisense Oligonukleotid- Mechanismen. AONs gelangen durch Transfektionsmittel in die Zelle und werden in 
Endosomen kompartimentalisiert. Nachdem die AONs im Zellplasma freigesetzt wurden, können verschiedene Aktionen 
initiiert werden. Sie können direkt an die Ziel mRNA binden und die ribosomalen Unterheiten sterisch blockieren, um so die 
Translation zu inhibieren (1). Sie können die Nuklease RNase H1 rekrutieren, um die Spaltung der mRNA zu induzieren (2). 
Weiterhin können AONs in den Zellkern wandern, um dort alternatives Splicing (Exon Skipping) zu modulieren (3). (verändert 
nach DeVos et al, 2013) 
Zusätzliche Beispiele für erfolgreiche Anwendungen von AONs wurden publiziert: 
Chen et al. nutzte Morpholino Antisense Oligonukleotide, um alternatives Spleißen des 
Exons 3 (ΔE3) in dem neuronalen Transkriptionsfaktor REST (repressor element‐1 
silencing transcription factor), zur Behandlung von Chorea Huntington, zu beeinflussen 
(Chen et al. 2017). 
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DeVos et al. präsentierten kürzlich eine neue vielversprechende in vivo Studie im 
Bereich der Alzheimer Therapie (DeVos et al. 2017). AONs wurden eingesetzt, um die 
Expression des Tau Proteins (P301S, human tau) zu reduzieren. Dorst et al. wies 
weiterhin in einer klinischen Studie der Phase I eine Beeinflussung des Zielgens 
Superoxid-Dismutase 1 (SOD1) mittels AONs in Patienten der amyotrophen 
Lateralsklerose (ALS) nach (Dorst et al. 2018). 
RNA-Interferenz-Mechanismus (RNAi) 
Eine weitere gezielte Modifikation der Genexpression konnte durch die Entdeckung 
des RNAi Mechanismus` anhand kurzer doppelsträngiger RNA Moleküle ermöglicht 
werden (Fire et al. 1998). In Säugetieren wird über sogenannte mikro RNAs (miRNA) 
auf posttranskriptionaler Ebene die Genexpression reguliert (Balaraman et al. 2013). 
MiRNAs sind 19-24 Nukleotide lange nicht-kodierende RNAs, welche spezifisch an die 
mRNA von Zielgenen binden und zur Degradation der Ziel-mRNA führen. 
Beispielsweise bei der Virusabwehr (Ketting et al. 1999) und bei der Entstehung von 
Tumoren (Dohi et al. 2013) spielen miRNAs eine Rolle.  
Die miRNA wird anhand eines mehrstufigen Prozesses aus einer genomischen DNA 
einer Zelle prozessiert. Zunächst wird im Zellkern die primäre miRNA mit Hilfe der 
RNA-Polymerase II gebildet und anhand eines Enzymkomplexes (Microprocessor 
complex) in eine haarnadelförmige Vorläufer-miRNA (precursor miRNA, pre-miRNA) 
gespalten (Bartel 2004). Die bis zu 70 Nukleotide-lange pre-miRNA wird anschließend 
außerhalb des Zellkerns im Zytosol mittels des Enzyms Dicer in die 21-25 Nukleotide-
lange funktionelle miRNA prozessiert (Bernstein et al. 2001). Im nächsten Schritt 
erfolgt die Aktivierung der miRNA im Zytosol, indem einer der beiden Stränge in den 
sogenannten RISC-Komplex (RNA-induced silencing complex) eingebaut wird. Dabei 
werden die doppelsträngigen Nukleinsäuren an Argonautenproteine übergeben, 
welche als prä-RISC bezeichnet werden. Im prä-RISC-Komplex werden die 
doppelsträngigen Moleküle gespalten und ein Strang wird dabei außerhalb des 
Komplexes abgebaut, während der Leitstrang im Komplex verbleibt. Im letzten Schritt 
wird an dem Leitstrang die komplementäre mRNA (oder virale RNA) gebunden und ist 
somit zur Translation blockiert bzw. der Spaltung durch RNAsen freigegeben.  
Ein weiterer Typ von interferierender RNA ist die siRNA. Die 19-23 Basenpaar-lange 
doppelsträngige siRNA wird durch Spaltung aus einer längeren doppelsträngigen RNA 
durch das Enzym Dicer gebildet. Die siRNA reguliert dabei die Genexpression, ähnlich 
der miRNA, über den bereits beschriebenen Interferenz-Mechanismus. Durch das 
Verabreichen von synthetischen siRNA Molekülen in einen Organismus kann die 
Genexpression gezielt herabgesenkt werden. Dabei ist die Effizienz des Abbaus sehr 
hoch, da mit einer siRNA Vorlage mehrere mRNA-Stränge im RISC-Komplex 
gespalten werden können. Eine Vielzahl therapeutischer Forschungsansätze basieren 
auf dieser Technologie. In der Forschung wird z.B. anhand einer siRNA-vermittelten 
Therapie die Apoptose von Leukämiezellen durch Suppression von STAT5A und 
STAT5B mittels speziell entwickelten siRNAs untersucht (Kaymaz et al. 2013).  
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Ein weiterer siRNA-Wirkstoff, welcher sich in der klinischen Phase II befindet ist z.B. 
DCR-MYC von Dicerna Pharm, dieser Wirkstoff inhibiert das c-myc-Protein, welches 
auf vielen Krebszellen überexprimiert wird und soll dadurch das Wachstum der Zellen 
verhindern (Grijalvo et al. 2018). Ein, bereits von der FDA und EMA im Jahr 2018, 
zugelassenes RNAi-Therapeutikum ist Patisiran (Hoy 2018). Dieser Arzneistoff, 
entwickelt von Alnylam Pharmaceuticals, wird zur Behandlung der hereditären ATTR-
Amyloidose eingesetzt. Patisiran führt hierbei zu einem katalytischen Abbau der 
Transthyretin (TTR) mRNA in der Leber. 
In dieser Arbeit wurden sowohl die bereits erwähnten 2’-O-methyl PTO‘s als auch 
siRNAs angewandt. Therapeutika dieser Substanzklassen erwiesen sich in der 
Vergangenheit bereits als vielversprechende Wirkstoffgruppen und sollten daher im 
Rahmen dieser Arbeit auf ihre Wirksamkeit in Hinblick einer immunmodulierenden 
Funktion überprüft werden. Für derartige kurze Oligonukleotide erfolgt der Transfer 
zumeist chemisch oder physikalisch. Der folgende Abschnitt gibt einen Überblick über 
aktuelle Transfermethoden wieder. 
 
1.1.2 Methoden des Transfers therapeutischer Nukleinsäuren 
 
Der Erfolg der Gentherapie beruht neben der Funktionalität einer therapeutischen 
Nukleinsäure auch auf dem effektiven Einbringen dieser in die Zielzelle. Folgende 
Transfektionsmethoden sind bekannt: 
1. Virale Transfektion 
In der klassischen Gentherapie wird dabei zumeist mittels viraler Transduktion ein 
Vektor eingebracht. Viren können sowohl in das Wirtsgenom integrierende Sequenzen 
übertragen (lentivirale, retrovirale Transduktion), als auch den transienten Transfer 
über die Bildung von Episomen vermitteln (adenovirale und adeno-assoziierte virale 
Vektoren) (Imbert et al. 2017). Virale Transduktionstechniken kommen meist bei der 
Übertragung großer Nukleinsäuresequenzen, also bspw. kompletter Gene, zum 
Einsatz. Allerdings ist gerade im Fall von integrierenden Vektoren das Risiko einer 
onkogenen Wirkung durch ungerichtete Integration in Proto-Onkogene gegeben 
(Giacca und Zacchigna 2012). Kurze einzelsträngige Oligonukleotide können mittels 
viraler Vektoren nicht transferiert werden. Eine Ausnahme bildet der Transfer von 
siRNA „Pro-Genen“, Sequenzen, welche Vorläufer spezifischer siRNAs darstellen und 
einen short hairpin (auch shRNA) beinhalten (Giacca und Zacchigna 2012).  
2. Physikalische Transfektion 
Zu den physikalischen Transfektionsmethoden zählt die Elektroporation. Dabei werden 
durch einen elektrischen Impuls Membranporen in der Zelle erzeugt. Durch diese 
kurzfristige Permeabilität der Zellmembran gelangen die Nukleinsäuren in die Zellen 
(Neumann 1982). Bei der sogenannten Nukleofektion werden spezielle Lösungen 
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eingesetzt, um den Transfer des genetischen Materials bis in den Zellkern zu 
unterstützen (Flanagan et al. 2011). Die Transfektionsrate ist insbesondere in der in 
vitro-Anwendung hoch, jedoch sehr Zelltyp-spezifisch (Li et al. 2012). So sinkt die 
Viabilität besonders bei empfindlichen Zellen, wie z.B. bei Immunzellen ab (Maess et 
al. 2014). Ein Anwendungsbeispiel für die Elektroporation von mRNA in Immunzellen, 
zur Behandlung von Krebserkrankungen, wurde von Wilgenhof veröffentlicht 
(Wilgenhof et al. 2015). Hierbei wird mRNA, kodierend für die Antigene MAGE-A1, -
A3, -C2, Tyrosinase, MelanA/MART-1, oder gp100, und eine HLA-Klasse II- Sequenz, 
in dendritische Zellen zur Behandlung des Melanoms transferiert. Die Elektroporation 
stellt zwar eine sicherere transiente Alternative zum viralen Transfer dar, jedoch zeigte 
die Studie noch keinen Erfolg in der Langzeitüberlebensrate. Nach 22 Monaten ohne 
Anzeichen der Krankheiten erlagen die meisten Patienten einem Rückfall. Die 
Anwendung ist jedoch limitiert aufgrund der instabilen und relativ kurzen Lebensdauer 
des mRNA Moleküls (Morgan & Boyerinas 2016). Die Schwierigkeit, ein elektrisches 
Feld gezielt im lebenden Organismus anzubringen, sowie das Auftreten von 
unspezifischen Gewebeschädigungen stellen weitere Limitationen für in vivo 
Anwendungen dar (Roche et al. 2011). 
Eine weitere physikalische Transfektionsmethode ist die Magnetofektion. 
Superparamagnetische Nanopartikel mit einem Durchmesser von 100-200 nm werden 
mit Nukleinsäuren komplexiert und über das Anlegen eines magnetischen Feldes 
werden die Komplexe in räumliche Nähe zu den Zielzellen gebracht, welche sie 
schließlich aktiv über Endozytose in die Zelle aufnehmen (Scherer et al. 2002). 
Magnetische Nanopartikel bestehen aus einem Eisenoxidkern und können eine 
organische oder polymere Beschichtung besitzen (Estelrich et al. 2015). Obwohl die 
Magnetofektion als eine einfache und effiziente Methode in Kombination mit geringer 
Toxizität gilt, existiert Unsicherheit, ob magnetische Nanopartikel in vivo unschädlich 
sind (Nayerossadat et al. 2012).  
3. Chemische Transfektion 
Chemische Transfektionsmethoden werden gegenüber physikalischen Methoden 
bevorzugt genutzt. Diese Systeme bestehen aus polykationischen Nanopartikeln, 
kationischen Lipiden bzw. Mizellen oder kationischen Polymeren (Nayerossadat et al. 
2012). Eine illustrierte Darstellung beispielhafter Strukturen von derartigen 
Nanopartikeln ist in Abbildung 4 zu sehen. 
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Abbildung 4: Übersicht über chemische Nanopartikel, welche als Transfektionssystem für genetisches Material 
(„Wirkstoff“) genutzt werden. Dargestellt sind die am häufigsten verwendeten Nanopartikel: a) kationische 
Polymere b) Liposome und c) Dendrimere (verändert nach (Mekaru et al. 2015). 
Kationische Polymere sind in der Regel positiv geladen und bilden mit der negativ 
geladenen Nukleinsäure einen Komplex. Die gebildeten Komplexe sind stabil genug, 
um die Nukleinsäure vor Degradation zu schützen, und gelangen über Endozytose in 
die Zelle (Ewe et al. 2016). Zusätzlich besitzen kationische Transfektionssysteme eine 
geringe Toxizität, geringes onkogenes Risiko und Antigenität (Nayerossadat et al. 
2012). Die Polymere unterscheiden sich dabei in Länge, Geometrie und funktionellen 
Gruppen. Der prominenteste Vertreter ist das Polyethylenimin (PEI). Diese 
synthetischen Polymere können linear oder verzweigt in verschiedenen 
Molekulargewichten vorliegen. PEI-basierte Komplexe verhindern den Abbau von 
siRNA und die Nukleinsäure wird über den sogenannten „Protonen-Schwamm-Effekt“ 
in das Zytoplasma entlassen (Kim et al. 2017). Die Transfektionseffizienz korreliert oft 
mit dem Molekulargewicht, aber häufig auch mit einer gesteigerten Zytotoxizität 
(Breunig et al. 2007; Ewe et al. 2016). Werth et al. entwickelte ein niedermolekulares 
verzweigtes PEI, welches eine sehr geringe in vivo Toxizität aufweist. (Werth et al. 
2006).  
Um die Transfektionseffizienzen, die Biokompatibilität und die Stabilität der Komplexe 
zu erhöhen und die Zytotoxizität zu erniedrigen, können die Nanopartikel modifiziert 
werden. Weitere Modifikationen bestehen in der Kopplung von Mannose (Smitha et al. 
2010), Antikörpern (Ogris et al. 2001, Mitra et al. 2013) oder Polyethylenglycol (Ewe et 
al. 2016). Ogris und Mitra konnten durch die Verknüpfung eines monoklonalen 
Antikörpers an PEI eine erhöhte Transfektionseffizienz erreichen, währenddessen das 
Verknüpfen mit einem hydrophilen Polyethylenglycol (PEG) die Oberflächenladung der 
Zellmembran reduziert und die Stabilität und Biokompatibilität der Komplexe potentiell 
steigert (Ewe et al. 2016).  
Neben Polykationen finden auch kationische Lipide eine breite Anwendung zur 
Transfektion. Bei der sogenannten Lipofektion bilden die Lipide im wässrigen Milieu 
Mizellen oder Liposomen. Die Mizellen bestehen aus einem Lipidmonolayer und haben 
einen Durchmesser von 1-10 nm, wohingegen Liposomen Doppelschichten bilden und 
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mit 50-1000 nm deutlich größer sind. Die Nukleinsäure komplexiert anschließend mit 
diesen Strukturen zu Lipoplexen, welche über Endozytose aufgenommen werden 
(Nayerossadat et al. 2012). Die lipidbasierte Transfektion ist optimal etabliert für den 
Transfer von Nukleinsäuren, Stabilität und Aufnahmemechanismen. Allerdings gilt es, 
die Transfektionseffizienz und die Bioverfügbarkeit zu erhöhen und die  in vivo Toxizität 
zu umgehen (Ewe et al. 2017). Das am gängigsten genutzte Lipofektionsmittel ist 
dabei Lipofectamin bzw. Lipofectamin2000TM. 
Transfektions-Nanopartikel, wie das PEI oder Lipoplexe, können auch mit anderen 
Transfektionsarten, wie z.B. der Magnetofektion kombiniert werden (Huth et al. 2004). 
Hier seien insbesondere die Studien von Prijic et al. erwähnt. Dabei wurden 
superparamagnetische Eisenoxid-Nanopartikel an der Oberfläche mit Polyacrylsäure 
und Polyethylenimin (SPION-PEI) verknüpft und mit einer Plasmid DNA, welches 
murines IL12 kodiert, komplexiert. Es zeigte sich in vitro und in vivo eine verbesserte 
Transfektionsrate der Kombination im Vergleich mit anderen nicht-viralen 
Transfektionsansätzen und es konnten keine toxischen Nebenwirkungen 
aufgezeichnet werden (Prijic et al. 2012).  
In dieser Arbeit soll zum Transfer kurzer, stabiler Oligonukleotide die Transfektion 
mittels eines nanopartikulären PEI angewendet werden. Dieses weist gegenüber 
viralen Vektoren eine geringere Antigenität und Onkogenitäts-Risiko auf. Weiterhin ist 
für das in der Arbeit verwendete niedermolekulare PEI eine geringe Toxizität 
beschrieben (Ewe et al. 2016). 
 
1.2 Graft-versus-Host-Disease 
Graft-versus-Host-Disease (GvHD) ist eine der schwerwiegendsten Komplikationen 
nach hämatopoetischer Stammzelltransplantation. GvHD resultiert aus einer 
Immunantwort der Spender T-Lymphozyten gegenüber dem Transplantat-Empfänger 
(Zhang et al. 2016). 
1.2.1 Pathologie 
Die zelluläre Grundlage zur Entstehung einer GvH-Reaktion besteht in der 
Präsentation von Antigenen durch die Antigen-präsentierenden Zellen (APCs) des 
Empfängers gegenüber den Spender- T-Lymphozyten, insbesondere den CD4 und 
CD8 positiven T-Helferzellen (Yeh et al. 2012). 
Von den MHC (major histocompatibility complex) Molekülen I und II wird das antigene 
Peptid der spezifischen T-Zelle präsentiert. Antigene, welche von MHC Klasse I 
Molekülen präsentiert werden, stammen bspw. von Pathogenen, die die Zelle infiziert 
haben. Die CD8+ T-Zelle bindet an diesen Antigenen und differenziert zu einer 
zytotoxischen T-Zelle. MHC Klasse II Moleküle werden nur auf APCs präsentiert und 
von CD4+ T-Zellen erkannt. Die Erkennung auf der T-Zelle erfolgt über den T-Zell-
Rezeptor (TCR) Komplex, welcher aus jeweils zwei α- und β-Ketten, sowie den CD3 
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Proteinen besteht. Durch die Bindung der kostimulatorischen CD4- oder CD8- 
Moleküle gelangt die p56-Lck-Tyrosinkinase in die Nähe des TCR-Komplexes und 
phosphoryliert funktionelle Abschnitte der CD3-Proteine. Die intrazelluläre 
Signaltransduktion erfolgt über die γ-, δ- ε-, oder ζ-Moleküle des CD3-Komplexes 
(Artyomov et al. 2010). An diesen befinden sich durch Phosphorylierung 
aktivierungsfähige Motive, sogenannte ITAMs (tyrosine-based activation motifs), 
welche durch Kinasen, wie z.B. die ZAP70 Kinase (Zeta-chain-associated protein) 
phosphoryliert werden (Mak und Kow 2014). Die ITAM Phosphorylierung wiederum 
löst die Aktivierung des Enzyms Phosphatidyl-Inositol-Phospholipase (PIP) aus, 
welches über weitere Signalwege die erhöhte Produktion von Inositol-Triphosphat 
(IP3) und Diacylglycerol (DAG) katalysiert. Ein zusätzlicher Einstrom von Calcium und 
die erhöhte Konzentration von DAG führt zu einer Aktivierung der Proteinkinase C 
(Brownlie und Zamoyska 2013). Diese wiederum aktiviert Transkriptionsfaktoren und 
es kommt schließlich zur erhöhten Expression immunrelevanter Gene, bspw. des IL2 
Gens. 
Die Antigenerkennung über den TCR Komplex liefert das erste aktivierende Signal. 
Für eine komplette Aktivierung wird jedoch ein zweites Signal benötigt. Das zweite 
Signal erfolgt über kostimulatorische Rezeptoren, bspw. CD28 auf T-Zellen, welches 
mit den kostimulatorischen Molekülen B7.1 (CD80) und B7.2 (CD86) auf den APCs 
interagiert (Beyersdorf et al. 2015). Nach Aktivierung beider Signale wird außerdem 
auch CTLA-4 (cytotoxisches T-Lymphozyten Antigen 4, CD152) aktiviert, welches als 
kompetitiver Inhibitor zu CD28 fungiert und ebenfalls B7 Proteine bindet. Die 
Aktivierung von CTLA4 dient als negativer Feedback-Mechanismus, der nach 
Aktivierung den Zellzyklus der T-Zellen hemmt und somit die T-Zellaktivierung 
beendet. (Abbildung 5).  
 
 
 
Abbildung 5: T-Zell-Kostimulation über die 
Interaktion von CD28 mit den Liganden 
CD80/86. Das Schema links zeigt die alleinige 
Bindung des MHC-Moleküls an den T-
Zellrezeptor, welches zur Apoptose oder 
Anergie führt. Das mittlere Schema zeigt die 
simultane Erkennung des MHC- Komplexes 
durch den TCR und der CD80/86- Moleküle 
durch den kostimulatorischen Rezeptor CD28, 
welcher zur T-Zell-Aktivierung führt. Nach der 
T-Zell-Aktivierung und Hochregulation des 
cytotoxischen T-Lymphozyten Antigen 4 zeigt 
das rechte Schema eine Koligation des TCR 
und CTLA-4. Dies resultiert in einen Zellzyklus-
Arrest und dem Ende der T-Zellaktivierung 
(modifiziert nach Alegre et al. 2001). 
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Man kann die GvHD weiterhin in eine akute und eine chronische Variante unterteilen. 
Das Entstehen der akuten GvHD wird hauptsächlich durch die Überaktivierung der 
Spender-Immunzellen gegenüber dem Empfängergewebe propagiert. Dabei kann 
man drei Phasen beobachten.  
Die initiale Phase ist gekennzeichnet durch die Zerstörung des Gewebes und den 
Verlust der mukosalen Barrierefunktion. Dies ist zurückzuführen auf die Behandlung 
der Erkrankung mit Bestrahlung und Chemotherapeutika. Die Zerstörung des 
Darmgewebes führt zu einer Ansammlung von Darmmikroben und zieht eine weitere 
Aktivierung der antigenpräsentierenden Zellen nach sich. Spender-T-Zellen aktivieren 
verstärkt die T-Zellen des Empfängers und dies führt zu einer erhöhten Ausschüttung 
von proinflammatorischen Zytokinen. Dabei entsteht ein „Zytokin-Sturm“, welcher 
Spender-Lymphozyten in das zerstörte Gewebe zieht. Charakterisiert ist der „Zytokin-
Sturm“ durch die Freisetzung von pro-inflammatorischen Zytokinen wie TNFα, IL1 und 
IL6 (Henden und Hill 2015).  
Die zweite Phase beruht auf der Interaktion zwischen antigenpräsentierenden Zellen 
(APC) und T-Zellen. Dabei werden vorrangig T-Helfer1- Zellen (TH1) aktiviert. Dies hat 
zur Folge, dass TH1- assoziierte Zytokine, bspw. TNFα und IFNγ freigesetzt werden. 
Dadurch werden vor allem Makrophagen, NK-Zellen und zytotoxische T-Zellen 
aktiviert, die in der dritten Effektorphase zu einer weiteren Schädigung des Gewebes, 
insbesondere im Gastrointestinal-Trakt, der Leber und der Haut, führen.  
Die Differenzierung zu TH2- und TH17- Zellen überwiegt bei der chronischen GvHD. 
Der auch bei der chronischen GVHD entstehende „Zytokin-Sturm“ ist charakterisiert 
durch die Bildung von IL4 und IL5. Zusätzlich führen die TH2-Lymphozyten zu einer 
Aktivierung von B-Zellen (Cooke et al. 2017). Die Schädigung des Gewebes ist in der 
Regel zuerst in der Haut und in der Lunge zu sehen (Henden und Hill 2015). In 
Abbildung 6 sind die Phasen der GvHD-Entstehung in einer Übersicht dargestellt.  
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Abbildung 6: Darstellung der 3 Phasen der GVHD- Pathologie. In der initialen ersten Phase werden 
Entzündungssignale durch die zelluläre Schädigung anhand der Chemo-Radiotherapie und DAMPs (damage-
associated molecular patterns) sowie PAMPs (phatogen-associated molecular patterns) hervorgerufen. Die 
Zytokine führen in der zweiten Phase zu einer Differenzierung der naiven T-Zellen, ILC und myeloiden 
Zellpopulationen in TH1, TH2 und TH17- Subpopulationen, ILC- Subpopulationen, aktivierten Monozyten und 
Makrophagen. Die Gewebezerstörung in der dritten Phase, hervorgerufen durch TH1- Zytokine und der Perforin 
und Granzym-vermittelten Lyse, führt zur Apoptose bei akuter GvHD. Zusätzliche Entzündungswege, wie die IL-6 
und TNF-verursachte Apoptose, werden durch aktivierte Makrophagen und Monozyten ausgelöst. Die 
Gewebezerstörung bei der chronischen GvHD erfolgt über die Differenzierung von TH2/TH17-Zellen und 
aktivierten Monozyten und Makrophagen, welche TGF-β produzieren, dies führt langfristig zu einer 
unumkehrbaren Gewebefibrose und Organschäden (Henden und Hill 2015, 2015). 
 
1.2.2 Klinik und Methoden zur Behandlungen der GvHD 
Bei der akuten GvHD erscheinen Symptome in den ersten 100 Tagen nach 
Transplantation, zurückzuführen auf eine Diskrepanz im HLA-Phänotyp. Selbst bei 
HLA-geprüften Spendern und Empfängern tritt die GvH-Reaktion bis zu 40% auf 
(Gatza und Choi 2015). Bei ungeprüften Paaren tritt die Abstoßungsreaktion in bis zu 
100% der Fälle auf (Balduzzi et al. 1995). Die Inzidenz der chronischen GvHD, welche 
erst 100 Tage nach der Transplantation auftritt, liegt bei komplett übereinstimmenden 
HLA-Phänotypen bei 30% und bis zu 60-70% in nicht aufeinander abgestimmten 
Paaren (Gatza und Choi 2015).  
Die Haut, der gastrointestinale Trakt und die Leber sind die am stärksten betroffenen 
Organe bei der akuten GvHD. Besonders auf der Haut in den Bereichen des Nackens, 
Schulter und Ohren bildet sich ein makulopapulöser Ausschlag. Patienten leiden 
häufig unter Diarrhoe und der folgenden Gewichtsabnahme und einer aufkommenden 
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cholestatischen Hepatitis (Funke et al. 2016). Glucksberg et al. publizierte erstmals 
1974 ein Einteilungsschema der akuten GvHD (Glucksberg et al. 1974).  
Die chronische GvHD ist eine komplexe Reaktion mit einer Vielzahl von 
Krankheitsmerkmalen, wobei nahezu jedes Organ betroffen sein kann (Pavletic et al. 
2005). Man teilt die chronische GvHD spezifischen Symptomen nach definierten 
Organen zu, welche durch Biopsie, Labortests oder klinisch evaluiert werden (Funke 
et al. 2016). Diverse Organe und Körperstellen, wie Haut, Mund, Augen, Leber, Lunge, 
Gastrointestinaltrakt und der Genitalbereich können betroffen sein. Das National 
Institute of Health entwickelte anhand verschiedener Symptome eine Einteilung in 
Schweregrade (Jagasia et al. 2015). Die klinischen Symptome der akuten GvHD treten 
oftmals auch bei der chronischen Form auf. Tabelle 1 gibt einen Überblick über die 
betroffenen Organe und Merkmale. 
Tabelle 1: Übersicht über die Einteilung der akuten und chronischen GvHD anhand spezifischer Organmerkmale 
nach dem Konsensus des National Health Institute (Jagasia et al. 2015).  
Organ Merkmal der akuten und 
chronischen GvHD 
Merkmal der chronischen 
GvHD 
Haut Makulopapulöses Exanthem, 
Erythrodermie, Juckreiz 
Poikilodermie, Lichen-Planus-
artige, sklerotische, Morphea-
artige und Lichen-Sklerosus-
artige Veränderungen, 
Dyspigmentation, Ulzera 
Gastrointestinaler 
Trakt 
Diarrhoe, abdominale 
Krämpfe, Anorexie, Dyspepsie, 
Gewichtsverlust 
Strikturen oder 
Stenosierungen im oberen 
oder mittleren Drittel des 
Ösophagus 
Leber Ikterus durch Anstieg von 
Bilirubin, Erhöhung von ALAT 
und ASAT 
--- 
Mund Gingivitis, Mukositis, 
Erythem 
 
Lichen-Planus und Lichen-
Sklerosus-artige 
Veränderungen 
Augen --- Erythem, Tränenfluss, 
Photophobie 
Lunge Bronchitis-obliterans-Syndrom 
(BOS) 
Bronchitis-obliterans-Syndrom 
(BOS) 
Gelenke Verminderte Beweglichkeit der 
Gelenke 
Fascitis, Gelenkssteifheit, 
Kontrakturen 
Genitalbereich --- Erythem, Ulzera, lichenoide 
Veränderungen 
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Im Rahmen einer Stammzelltransplantation wird zunächst durch prophylaktische 
Maßnahmen das Auftreten einer GvHD möglichst verhindert. Dabei wird die Dauer und 
Intensität der Präventionstherapie an einigen Faktoren wie dem Alter, Grad der HLA 
Kompatibilität zwischen Spender und Empfänger und dem Remissionsstand der 
Grunderkrankung festgemacht. Zur Standardprophylaxe gehört die Kombination eines 
Calcineurin-Inhibitors, z.B. Cyclosporin A oder Tacrolismus, mit Methotrexat oder 
Mycophenolat Mofetil (Hamad et al. 2015). Zu beachten ist jedoch zum einen, dass 
das Immunsystem des Patienten nicht zu lange zu stark unterdrückt werden darf um 
das Infektionsrisiko zu minimieren, das applizierte Transplantat aber auch einen 
gewissen Rest an Immunogenität erhalten sollte, um durch den graft-versus-leukemia 
(GvL) Effekt einer Tumor-Rekurrenz entgegen zu wirken (Fricke et al. 2014). 
Ist die Präventionstherapie erfolglos, erfolgt die Behandlung der GvHD initial anhand 
einer Therapie mit einer Kombination aus Prednisolon und Calcineurin-Inhibitoren 
(Jamil und Mineishi 2015). Im Falle einer akuten GvHD wird die Therapie unterstützt 
durch Zugabe von antibiotischen, antiviralen und antimykotischen Therapeutika. 
Sprechen die Patienten nicht auf Prednisolon an, muss eine Zweitlinientherapie 
angesetzt werden. Die am häufigsten eingesetzten Arzneimittel sind dabei 
Mycophenolatmofetil, Etanercept und eine extrakorporale Photopherese (EKP) (Wolff 
et al. 2013). Bei der EKP, einer Photoimmuntherapie, wird das Blut des Patienten mit 
einer photosensibilisierenden Substanz, 8-Methoxypsoralen, versetzt und in einem 
extrakorporalen Kreislauf einer UV-A Bestrahlung ausgesetzt (Perfetti et al. 2008). Der 
Einsatz von Kortikosteroiden, wie Prednison und Prednisolon, ist auch Grundlage der 
Therapie der chronischen GvHD. Der Schweregrad der Erkrankung entscheidet über 
eine systemische Verabreichung und/oder Lokaltherapie der Kortikosteroide. Eine 
zusätzliche Therapie wie die Zugabe von Calcineurin-Inhibitoren und eine 
patientenindividuelle Immunsuppression wird bei Nicht-Ansprechen der Medikamente 
angesetzt. Als weitere Immunsuppressiva kommen dabei mTOR Inhibitoren 
(mammalian Target of Rapamycin), wie Sirolismus oder Everolismus sowie 
Methotrexat und Mycophenolatmofetil in Frage (Mielke et al. 2014; Gatza und Choi 
2015).  
Neuere therapeutische Strategien umfassen die Gabe autologer humaner 
mesenchymaler Stammzellen (MSC). Studien zeigten eine Reduzierung der GvHD bei 
ex vivo expandierten und co-injizierten MSCs im hämatopoetischen 
Stammzelltransplantat (Ning et al. 2008). Auch genetisch veränderte T-Zellen werden 
zur Prävention der GvHD eingesetzt. Hierbei werden bspw. T-Zellen des Spenders 
nach Entnahme ein Suizid-Gen eingefügt, welches im Falle des Auftretens einer GvHD 
extern aktiviert werden kann, um die T-Zellen aus dem System des Empfängers zu 
entfernen. Beispielsweise wurde ein modifiziertes Gen für die humane Caspase 9 an 
das humane FK506 Bindeprotein (FKBP12) gekoppelt im Rahmen eines derartigen 
Ansatzes (Straathof et al. 2005). 
Monoklonale Antikörper, die gegen bestimmte Oberflächenmarker auf T-Zellen 
gerichtet sind, wie Daclizumab, ein Interleukin-2 Rezeptor Antagonist, oder 
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Tocilizumab, welches in den Interleukin-6 Entzündungsweg eingreift, werden ebenfalls 
zur Therapie eingesetzt. Die Entwicklung des Zytokinsturms und das somit 
verbundene Entstehen der GvHD wird dabei unterdrückt und das Überleben der 
Patienten kann dabei um bis zu 2 Jahre gesteigert werden (Gatza und Choi 2015; Fang 
et al. 2012; Kennedy et al. 2014). Der von Emmrich und Horneff entwickelte Antikörper 
MAX.16H5 IgG1, zunächst eingesetzt gegen rheumatoide Arthritis, wurde von Fricke 
et al. erfolgreich in transgenen Mausmodellen zur Behandlung von GvHD angewendet. 
Der CD4 Antikörper zeigte dabei vielversprechende Ergebnisse einschließlich einer 
erfolgreichen Unterdrückung der GvHD bei Erhalt des positiven GvL-Effektes 
(Emmrich et al. 1991; Fricke et al. 2014). 
Zur Behandlung von GvHD (Graft-versus-Host-Disease) soll in dieser Arbeit ein 
gentherapeutisches Verfahren entwickelt werden. Die Einschleusung der 
Nukleinsäuren, in diesem Fall antisense Oligonukleotide, erfolgt dabei über eine 
polykationische Nanopartikel-vermittelte Transfektion (Boieri et al. 2016; Abdul-Razak 
et al. 2016). Als geeignete Ziele wurden Gene ausgewählt, welche für Proteine 
kodieren, die wiederum Teil des aktivierenden T-Zell-Rezeptor-Komplexes sind. Die 
Aktivierung der T-Zellen erfolgt wesentlich über die Bindung des CD4-Rezeptors und 
über den kostimulatorischen Rezeptor CD28 an den MHC II Komplex der APCs. Um 
diese Aktivierung und die darauffolgende Entwicklung der GVHD zu unterdrücken, 
wurden die Gene CD4 und CD28 als potentielle therapeutische Ziele ausgewählt. 
Deren Expression soll letztendlich durch die zu entwickelnden Gentherapeutika 
reduziert werden. 
1.2.3 GvHD-Modelle  
Zur Entwicklung und Erprobung neuer medizinischer Therapien ist eine auf 
Tiermodellen basierte präklinische Testphase vorgeschrieben.  
Die Ergebnisse aus solchen Tierversuchen lassen sich jedoch nicht zu 100% auf den 
Menschen übertragen. Daher kann es trotz erfolgreicher und ohne Komplikationen 
verlaufender Tierversuche in klinischen Studien am Menschen zur Wirkungslosigkeit 
und auch zu ernsten Nebenwirkungen kommen. 2006 wurde ein monoklonaler 
Antikörper, TGN1412, der gegen das CD28-Antigen gerichtet ist und zur Behandlung 
von Multipler Sklerose, Leukämie und Rheuma vorgesehen war, in einer klinischen 
Phase I an 6 Probanden getestet. Dieser von der Firma Tegenero Immuno 
Therapeutics entwickelte Antikörper führte innerhalb von Minuten zu einem schweren 
multiplen Organversagen und anschließenden Koma der Probanden (Schraven und 
Kalinke 2008). Ein erneuter schwerer Zwischenfall bei einem im Tierversuch 
erfolgreich getesteten Medikament ereignete sich 2016 in Rennes. BIA 10-2474, ein 
experimenteller Inhibitor der Fettsäureamid-Hydrolase, wurde in einer zweiten 
Testrunde an 6 Probanden verabreicht. Innerhalb von 2 Tagen zeigten sich schwere 
neurologische Nebenwirkungen, welche in einem Fall zum Tod führten (Kaur et al. 
2016). Diese Unterschiede in der Wirkung der Therapeutika lassen sich oft schwer 
erklären. Im Fall des Antikörpers TGN1412 führte ein minimaler Unterschied in der 
räumlichen Konformation des CD28- Moleküls zu einem „Zytokin-Sturm“ im Menschen, 
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während sich an den Versuchstieren, Affen und Mäusen, diese Entwicklung nicht 
zeigte (Suntharalingam et al. 2006). Um das Risiko solch fataler Nebenwirkungen zu 
verringern, ist es essentiell, ein geeignetes Tiermodell zu wählen. Anhand modernster 
molekularer Techniken kann das Genom der Tiere gezielt verändert werden, um bspw. 
transgene Tiere mit einzelnen humanisierten Genen bzw. Proteinen zu erzeugen.  
Im Rahmen dieser Dissertation wurden verschiedene GvHD-Tiermodelle 
herangezogen, um die Wirkungsweise, Biodistribution und Toxizität potentieller 
therapeutischer antisense-Oligonukleotide zu evaluieren. Hierzu gehören: 
1. Das allogene Modell 
Dieses beruht auf der Transplantation von vereinigten Knochenmarks- und Milzzellen 
eines Donor-Inzuchtstammes, z.B. C57/Bl6, in Empfängermäuse eines 
unterschiedlichen Inzuchtstammes, z.B. BALB/c (Boieri et al. 2016). Die 
Empfängertiere werden am Tag 0 letal bestrahlt, je nach Körpergewicht 6-13 Gy. Die 
Menge der transplantierten Zellen variiert zwischen 0,5 x 106 – 10 x 107 Zellen, am 
häufigsten eingesetzt werden jedoch 2 x 107 Zellen (Boer et al. 2002; Fricke et al. 
2014).  
2. Das transgene (teilhumanisierte) Modell 
Bei der Verwendung von teilhumanisierten, transgenen Tieren liegt das entsprechende 
Zielgen in humaner Sequenz vor. Idealerweise ist das komplementäre tierische Gen 
durch knockout inaktiviert. Fricke et al. entwickelte ein transgenes GvHD Modell 
basierend auf CD4+/+ und HLA-DR3+/+ humanisierten und cd4-/- murinen knockout 
C57/Bl6- Mäusen (Fricke 2014). Der Aufbau des Experimentes ist dem des allogenen 
Modells ähnlich.  
3. Das xenogene (vollhumanisierte) Modell 
Mäuse können auch immunologisch komplett humanisiert werden, d.h. es wird ein 
humanes Immunsystem transplantiert, idealerweise ohne das Abstoßungsreaktionen 
auftreten. Bei diesen xenogenen Tieren werden adulte PBMCs, mononukleäre Zellen 
des peripheren Blutes oder aus Nabelschnurblut, mit enthaltenen embryonalen 
Stammzellen eingesetzt und in immuninkompetente Empfängermäuse transplantiert. 
Als Empfängertiere können dabei NOD-scid-il2rγ-/- (NSG), NOD-rag1/2-/--il2rγ-/- (NRG) 
oder NOD-scid-β2m-/- - Mäuse verwendet werden (Hilger et al. 2016; Pearson et al. 
2008). Bei diesen Mäusen handelt es sich um Tiere, die keine funktionalen B- und T-
Zellen, sowie keine natürliche Killerzellen besitzen (Schroeder und DiPersio 2011). 
Hinzu kommt, dass auch die Makrophagen und dendritischen Zellen dieser Tiere 
dysfunktional sind. Üblicherweise werden zur Humanisierung des Immunsystems der 
Tiere 5 x 106 – 5 x 107 Zellen eingesetzt (Bruck et al. 2013). NSG-Mäuse werden je 
nach Körpergewicht zuvor mit bis zu 4 Gy bestrahlt, NRG-Tiere mit bis zu 9 Gy 
(Pearson et al. 2008; Schroeder und DiPersio 2011). In derart humanisierten Mäusen 
können nun immunologische Krankheitsmodelle entwickelt werden.  
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Bei gentechnischen- oder Oligonukleotid-basierten Therapien werden veränderte 
genetische Sequenzen als Therapeutikum eingesetzt. Da sich diese Sequenzen 
zwischen den Spezies unterscheiden, ist es hilfreich, humanisierte Tiermodelle zu 
verwenden. Daher wird in dieser Arbeit neben dem allogenen Modell auch das bereits 
erwähnte transgene GvHD Modell Anwendung finden. 
In Transplantat-Tiermodellen ist es außerdem möglich, das Transplantat vor Injektion 
in die Empfängertiere mit einem Therapeutikum zu behandeln (ex vivo). Im Vergleich 
werden bei der in vivo Behandlung Testsubstanzen intraperitoneal (i.p.), intravenös 
(i.v.) oder subkutan (s.c.) appliziert. In den vorliegenden Versuchen wird entsprechend 
der Tierversuchsrichtlinien jedes Tier mittels eines klinischen Scoring nachfolgend 
täglich überwacht (Cooke et al. 1996).  
 
1.3  Zielstellung 
In dieser Arbeit sollte die Wirkung von antisense Oligonukleotiden (AONs) in einem 
neuartigen gentherapeutischen Ansatz zur Behandlung der Graft-versus-host-disease 
evaluiert werden. Es sollten dabei AONs, gerichtet gegen die murinen T-Zellantigene 
CD4 und CD28, gegen humanes CD4 und eine siRNA gegen humanes CD4 getestet 
werden. Die eingesetzten AONs gehören zur Gruppe der 2‘-O-methylierten 
Phosphorothioate (PTO) und zeichnen sich durch eine hohe Stabilität gegenüber 
Degradationen in den Zielzellen und eine hohe Affinität zur Ziel-Nukleinsäure aus. 
Mithilfe der AONs und der siRNA sollte die Expression der Zielgene CD4 und CD28 
reduziert und somit die Aktivierung von T-Zellen vermindert werden. Zunächst wurde 
der Einfluss der Oligonukleotide (AON und siRNA) in vitro hinsichtlich 
Proliferationsrate und Zellzyklus auf murine Milzzellen und humane PBMCs 
untersucht. Weiterhin sollte die Transfektionsrate und eine mögliche Zytotoxizität der 
zur Transfektion der Oligonukleotide eingesetzten Nanopartikel bestimmt werden. 
Die vielversprechensten Oligonukleotide sollten anschließend in verschiedenen 
GvHD-Modellen untersucht werden. Vor Durchführung dieser Versuche wurden die 
Stammzellen des Donors mit den AONs behandelt und anschließend ihre Wirkung in 
einem allogenen und transgenen Modell untersucht (ex vivo Anwendung). Sollten die 
eingesetzten AONs eine positive Wirkung haben, folgte ihr Einsatz nach 
Verabreichung des unbehandelten Transplantates in das allogene bzw. transgene 
Modell (in vivo Anwendung). Verschiedene Applikationsschemata und etwaige 
Nebenreaktionen wie der Einfluss auf Serumparameter sollten außerdem analysiert 
werden. Desweiteren sollte die gewebespezifische Verteilung ausgewählter 
fluoreszenz-markierter Nanopartikel-Nukleinsäure-Komplexe im Organismus 
(Biodistribution) untersucht werden. 
Die Ergebnisse der Arbeit sollten daher Auskunft über die nanopartikelbasierte 
Applikationsstrategie im Hinblick auf Verabreichungsform und Zytotoxizität, sowie der 
klinischen Konsequenz geben. 
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2 Material und Methoden 
2.1  Design funktioneller Oligonukleotide 
 
In dieser Arbeit wurden Oligonukleotide (ONs) konzipiert, welche zum Zweck der 
Gentherapie am Modell der Graft-versus-Host-Disease (GvHD) funktionell überprüft 
werden sollten. Die entworfenen ONs sollten dabei speziell gegen murine oder 
humane T-Zellrezeptorgene gerichtet sein und durch Transfektion in Immunzellen 
eingebracht werden. Nach dem Protokoll von Aartsma-Rus wurden einzelsträngige 
RNA antisense Oligonukleotide der 3. Generation designt, welche anstatt des 
Sauerstoffs an jedem Phosphor im Oligonukleotidrückgrat ein Schwefelatom besitzen, 
sogenannte Phosphorothiosulfate (PTO; Aartsma-Rus 2012). Zusätzlich liegt das 2´O 
der Ribose methyliert vor, und wird dann als 2‘-O-methyl-PTO-AON bezeichnet. Diese 
Modifizierungen führen zu einer Resistenzerhöhung gegenüber Endo- und 
Exonukleasen, einer höheren thermodynamischen Stabilität, höheren Löslichkeit und 
einer erwartbar gesteigerten Aktivität der AONs. Ebenfalls wurde eine siRNA für das 
teilhumanisierte Mausmodell entwickelt, welche eine humane Sequenz beinhaltete.  
Als Zielgene wurden die murinen T-Zellrezeptorgene CD4 und CD28, sowie humanes 
CD4, adressiert. Die AONs werden im Laufe der Arbeit beispielhaft als anti-CD4- oder 
anti-CD28-AON bezeichnet.  
Für das Design der AONs wurden diverse Softwareprogramme und öffentlich 
zugängliche Webserver verwendet (Aartsma-Rus et al. 2009). Im Folgenden werden 
die einzelnen Schritte beschrieben:  
Zunächst wurden die Transmembrandomänen des Rezeptors innerhalb der 
Translationssequenz (http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM/) und die prädizierten 
Spleißstellen (http://www.umd.be/HSF/) ermittelt. Putative AON Sequenzen wurden 
komplementär des Exons für die Transmembrandomäne ermittelt. Nachfolgend 
wurden anhand der Software mfold Version 3.6. (http://mfold.rna.albany.edu/ 
?q=unafold-man-pages/ss-count.pl) Interaktionen der AONs und Sekundärstrukturen 
der mRNA vorhergesagt. Anhand der errechneten Werte wurde in Zusammenhang mit 
prädizierter Lage der Spleißstellen ein Wert (Score) je Nukleotid im Transmembran-
Exon eines Kandidatengens erstellt. Bereiche mit eher hohem Score wurden bei 
Auswahl von AON Sequenzen bevorzugt. Die entsprechende komplementäre RNA 
Oligonukleotidsequenz wurde über das Programm Reverse Compliment 
(http://arep.med.harvard.edu/labgc/adnan/projects/Utilities/revcomp. html) ermittelt. 
Anschließend wurden mindestens drei mögliche Sequenzen auf GC-Gehalt und 
Schmelztemperatur hin optimiert (http://www.unc.edu/~cail/biotool/ oligo/index.html). 
Die gewählten AONs sollten bei einer Länge von 18-22 Basenpaaren einen GC-Gehalt 
von 40-60 % und mindestens eine Schmelztemperatur von 48°C besitzen. Zum 
Schluss wurden über die Software RNAstructure, Version 5.8 
(http://rna.urmc.rochester.edu/rnastructure.html), die Bindungsenergie innerhalb des 
Oligonukleotids, welche größer minus vier sein sollte, die Energie zwischen zwei 
AONs, die größer als minus fünf sein sollte, und die freie Energie zwischen mRNA und 
dem Oligonukleotid ermittelt. Diese lag idealerweise zwischen 21 und 28 (Aartsma-
Rus 2012).  
Die chemische Synthese der AONs erfolgte durch die Firma Eurofins MWG GmbH. 
Nachfolgend wurde die funktionelle Aktivität der so designten AON-Sequenzen zuerst 
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in vitro in geeigneten Zellkulturen und nach Auswahl besonders geeigneter Kandidaten 
auch in vivo analysiert. 
 
 
2.2 In vitro Zellkultur 
 
2.2.1 Zelllinien und primäre Immunzellen 
 
Zur Durchführung der in vitro Untersuchungen wurden sowohl Zelllinien als auch 
primäres Gewebe murinen und humanen Ursprunges verwendet.  
Die murine T-Zelllinie RLD1 (ACC-415) und die humane T-Zelllinie Jurkat (ACC-282) 
wurden von der DSMZ (Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und Zellkulturen 
GmbH, Braunschweig, Deutschland) erworben. Die verwendeten Zelllinien wurden 
entsprechend der DMSZ-Datenbank in Kulturmedium, bestehend aus RPMI-1640-
Medium (Gibco®, Life Technologies) mit 10% fetalem Kälberserum (FKS) (Gibco®, 
Life Technologies, Karlsruhe, Deutschland), in 250 ml Zellkulturflaschen mit Filter 
(CELLSTAR® von Greiner Bio-One, Frickenhausen, Deutschland) bei 37°C und 5% 
Kohlenstoffdioxid bei 100 % Luftfeuchte kultiviert.  
 
Einfrieren und Auftauen der Zellen 
 
Zur Asservierung wurden 5 x 107 Zellen in einem Einfriermedium bestehend aus       
900 µl FKS und 100 µl DMSO (Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) in Cryotubes 
(TPP, Ilona Schubert, Leipzig, Deutschland) resuspendiert und mithilfe einer Mr. Frosty 
Einfrierhilfe (Nalgene, Thermo Scientific, Waltham, USA) in einem -80°C 
Tiefkühlschrank überführt. Eine Auftaukontrolle wurde nach 3-4 Tagen durchgeführt 
und anschließend wurden die Zellen bei -150°C oder in flüssigem Stickstoff gelagert.  
Das Auftauen der kryokonservierten Zellen erfolgte nach einem Standardprotokoll in   
9 ml Kulturmedium (37°C) in 15 ml Zentrifugationsröhrchen. Die Zellsuspension wurde 
bei 300 x g, 5 min zentrifugiert und es erfolgte ein zweiter Waschschritt in 10 ml 
Kulturmedium (37°C) und anschließender Zentrifugation bei 300 x g, 5 min. Zum 
Schluss wurden das Zellpellet in frisches Kulturmedium resuspendiert und eine 
Vitalitätsprüfung vorgenommen. 
 
Vitalitätsbestimmung und Mediumwechsel 
 
Die Bestimmung der Zellvitalität wurde mittels einer Trypanblau-Färbung durchgeführt. 
Trypanblau wird von lebenden Zellen nicht aufgenommen, während nekrotische oder 
perforierte Zellen den Farbstoff aufnehmen und die Zellen somit dunkelblau angefärbt 
erscheinen. Dabei wurde eine steril filtrierte Trypanblau-Lösung (0,1 g in 2ml Aqua 
dest., Sigma-Aldrich, Taufkirchen, Deutschland) in einem Verhältnis von 1:1 (µl:µl) mit 
der Zellsuspension versetzt und in einer Neubauer improved Zählkammer gezählt 
(Zellen je Großquadrat x Verdünnungsfaktor x 10.000 = Zellzahl / ml bei Kantenlängen 
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von 1 x 1 mm und 0,1 mm Schichtdicke des Großquadrates). Die Vitalität errechnet 
sich anschließend aus dem Verhältnis lebender Zellen zur Gesamtzellzahl. 
Aller zwei Tage erfolgte standardmäßig ein Mediumwechsel. Dabei wurde die 
Zellsuspension in ein Zentrifugationsröhrchen überführt und bei 300 x g, 5 min 
pelletiert. Der Mediumüberstand wurde entfernt und das Zellpellet wurde nach einer 
Zellzählung, um die optimale Wachstumskonzentration nach der DMSZ-
Datenbankangabe zu gewährleisten, in frischem Kulturmedium aufgenommen. 
 
Präparation muriner Zellen 
 
Murine frische Milzzellen wurden entsprechend der Genehmigung der 
Tierschutzkommission (T75/13) von 8-12 Wochen alten C57/Bl6 Mäusen im Max-
Bürger-Forschungszentrum der Universität Leipzig gewonnen. Die entnommene Milz 
wurde durch ein 70µm Zellsieb (BD, New Jersey, USA) steril vereinzelt und in DPBS 
(Dulbecco’s Phosphat gepufferte Salzlösung, Gibco®, Life Technologies) 
aufgenommen. Das Sieb wurde mit 5 ml DPBS gespült und die Zellen bei 300 x g, 5 
min bei Raumtemperatur zentrifugiert. Die Zellen wurden mit 5 ml DPBS gewaschen 
und erneut unter denselben Bedingungen zentrifugiert. Abschließend wurde das Pellet 
in RPMI-1640-Medium (Gibco®, Life Technologies), versetzt mit 10%igen FKS 
(Gibco®, Life Technologies) entsprechend der gewünschten Zellzahl aufgenommen 
und bei 37°C, 5% CO2 und 100% Luftfeuchte kultiviert. 
 
Dichtegradientenzentrifugation zur Isolation von PBMCs 
 
Humane primäre Immunzellen, mononukleäre 
Zellen des peripheren Blutes (PBMC) wurden 
aus Buffy Coat gewonnen, welche von 
gesunden, anonymen Spendern am Institut 
für Transfusionsmedizin, Universität Leipzig, 
gewonnen wurde. Die Einverständnis-
erklärung der Spender sowie jegliche 
Informationen über die Blutabnahme, 
Geschlecht, Blutgruppe und Infektionsstatus 
sind im Institut für Transfusionsmedizin, 
Leipzig gelagert. Die Ethik-Kommission 
genehmigte die Verwendung des erhaltenen 
Buffy Coats (Aktenzeichen: 272-12-
13082012).  
Die Isolierung der PBMCs erfolgte dabei durch eine Ficoll-Dichtegradienten-
Zentrifugation (Ficoll-Hypaque, Dichte: 1.077 g/ml; Pan Biotech, Aidenbach, 
Deutschland). Hierbei wurde der Buffy Coat in einem Verhältnis von 1:3 mit PBS 
versetzt und vorsichtig über 10 ml vorgegebenes Ficoll in einem 50 ml 
Zentrifugationsröhrchen geschichtet. Nach einer anschließenden Zentrifugation (1000 
x g, 10 min ohne Bremse) trennt sich das Blut entsprechend der spezifischen Dichte 
Abbildung 7: Darstellung der Phasen vor und nach 
Dichtegradientenzentrifugation zur Herstellung 
von PBMCs aus Buffy Coat 
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der Bestandteile in mehrere Phasen auf, wobei sich die PBMCs in der Interphase 
befinden (Abbildung 5). Nach vorsichtigem Abpipettieren der Interphase wurden die 
Zellen zweimal in 10 ml PBS gewaschen und entweder zur Kultivierung in einer 250 
ml Zellkulturflasche mit RPMI-1640-Medium und 10%igen FKS (Gibco®, Life 
Technologies) bei 37°C, 5% CO2 und 100% Luftfeuchte kultiviert oder zur Lagerung 
kryokonserviert.  
Zusätzlich erfolgte die Separation von nicht-adhärenten PBMCs (na-PBMCs), welche 
mehrheitlich Lymphozyten und NK Zellen, jedoch keine Monozyten enthalten. PBMCs 
wurden dafür bei 37°C und 5% CO2 kultiviert und nach 2 h konnten na-PBMCs durch 
sorgfältiges Abpipettieren gewonnen werden. 
 
2.2.2 Stimulation und Transfektion 
 
Stimulation 
 
Die Zelllinien und das primäre Gewebe wurde mit verschiedenen Stimulanzien 
versetzt, um die Zytokinproduktion zu aktivieren und anschließend den Einfluss der 
funktionellen AONs auf die so aktivierten Signalwege untersuchen zu können. Dabei 
wurden die Zellen zur Aktivierung von T-Zellen mit dem Lektin Concanavalin A (ConA, 
Sigma-Aldrich, St.Louis) mit 4 µg/ml oder den Antikörpern a-CD3 und a-CD28 
(eBioscience, Franklin Lakes) mit jeweils 10 µg/ml und 2 µg/ml in einer 96-Well Platte 
stimuliert.  Vor Zugabe der Zellen wurde der a-CD3 Antikörper zwei Stunden bei 37°C 
und 5 % CO2 an den Boden einer 96er Well Zellkulturplatte immobilisiert. Nach 2 
Stunden wurden die Wells mit 200 µl PBS gewaschen, um überschüssigen Antikörper 
zu entfernen. 2 x 105 Zellen wurden für das Experiment in 150 µl RPMI-1640 Medium 
pro Well eingesetzt.  
 
Transfektion 
 
Anschließend erfolgte die Transfektion der Zellen mit IBAfect + MA-Enhancer 
(PromoKine, Heidelberg, Deutschland) oder durch niedermolekulares Polyethylenimin 
mit einem Molekulargewicht von 4-12 kDa (PEI F25-LWM, zur Verfügung gestellt AG  
Aigner; Rudolf-Boehm-Institut für Pharmakologie und Toxikologie, Klinische 
Pharmakologie, Universität Leipzig, modifiziert nach Werth (Werth et al. 2006)). 
IBAfect ist ein pentakationisches liposomales Transfektionsreagenz und bildet mit den 
Oligonukleotiden einen Lipidkomplex, währenddessen PEI ein polykationisches 
Transfektionsagenz ist und mit den negativ geladenen Nukleinsäuren einen Komplex 
bildet.  
Die Transfektion wurde mit 2,5 x 105 Zellen in einer 96-Well Platte, mit jeweils 150 µl 
Zellsuspensionslösung pro Well durchgeführt. Die Zellen waren dafür in serumfreiem 
X-VIVO Medium (X-VIVO™ 10, Lonza, Köln, Deutschland) suspendiert. Das Medium 
enthält keinerlei exogene Wachstumsfaktoren, Stimulanzien zur Zellproliferation oder 
undefinierte Zusätze. Im Medium sind definierte Mengen an humanem Albumin, 
rekombinantes humanes Insulin und pasteurisiertes humanes Transferrin enthalten. 
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Diese Formulierung ist besonders geeignet für Untersuchungen der Aktivierung von 
humanen und murinen Lymphozyten. Zur Transfektion mit IBAfect wurden 3 µg/Well 
des Transfektionsagenz eingesetzt. Es wurden die Oligonukleotide und IBAfect in 
einem Verhältnis von 1:6 pro Well eingesetzt, wobei je Well 0,5 µg AON pro 2,5 x 105 
Zellen benutzt wurde. Diese beiden Komponenten wurden 20 min bei Raumtemperatur 
(RT) zur Komplexbildung inkubiert. Zur Erhöhung der Transfektionseffizienz wurden 
Magnetpartikel MA Lipofection Enhancer (PromoKine) in einer Menge von 0.5 µg/Well 
zum Ibafect-AON Komplex hinzugegeben. Die komplexierte Ibafect-AON-
Magnetpartikel-Suspension wurde im Anschluss auf die zu transfizierenden Zellen 
vorsichtig überschichtet und das Gemisch einer Permanentmagnetplatte für weitere 15 
min bei RT ausgesetzt.  
Ebenfalls wurden die Zellen mit dem polykationischen Transfektionagenz PEI 
transfiziert. Es wurden 0,5 µg AON/2,5 x 105 Zellen, mit 2,5 µg/Well PEI im Verhältnis 
von 1:5 eingesetzt. Nach einer 30-minütigen Inkubation zur Komplexbildung in HN-
Puffer (HEPES 20 mM/NaCl 150 mM) bei RT wurde der Oligonukleotid-PEI-Komplex 
auf die Zellen gegeben. 
 
2.3 In vivo GvHD Modell 
Nach Testung der Oligonukleotide in der Zellkultur wurden die vielversprechendsten 
Kandidaten zur Analyse auf ihre funktionelle Aktivität in vivo mittels eines GvHD-
Kleintiermodells evaluiert.  
Die Grundlage des allogenen murinen Modells bildet die Transplantation von 
Knochenmarks- und Milzzellen eines Spender-Mausstammes in einen genetisch 
abweichenden Empfängerstamm. Der Tierversuch ist durch die sächsische 
Landesdirektion für Tierschutz genehmigt worden (TVV 53/12) und wurde 
entsprechend der geltenden Regularien unter strenger Beobachtung der Tierpfleger 
durchgeführt.  
Als Spendertiere wurde der Mausstamm C57/Bl6 und als Empfängertiere Mäuse des 
Stammes BALB/c gewählt (Fricke et al. 2014). Alle verwendeten Tiere waren männlich 
und zwischen 8-12 Wochen alt. Die Mäuse wurden von Charles River (Sulzfeld, 
Deutschland) bezogen und in einer sterilen Teilbarriere im Max-Bürger-
Forschungszentrum unter der Leitung von Frau Vet. Ing. Scholz sowie mit 
Unterstützung der TRM Core Unit Tiermodelle (MACU, jetzt SIKT, Universität Leipzig), 
gehalten. Die in vivo Versuche verfolgten zwei Anwendungsziele, zum einen die 
präventive Anwendung als auch zum anderen die therapeutische Behandlung. Beide 
Modelle beruhen auf einer intravenösen (i.v.) Injektion des Transplantates in die 
Schwanzvene der Tiere. Das Transplantat besteht aus Milz- und Knochenmarkszellen 
der Spendertiere, welches in mit 0,4 Gy/g Körpergewicht, max. 8 Gy pro Tier, 
bestrahlte Empfängertiere (Röntgenstrahl-Bestrahlung; D3225, Orthovoltage; Gulmay 
Medical, Camberley, UK) übertragen werden (Fricke et al. 2014). Die Bestrahlung 
erfolgte durch die Strahlenschutzbeauftragten der TRM Core Unit Tiermodelle (jetzt 
SIKT, Universität Leipzig). 
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Für das transgene Modell wurden speziell gezüchtete Mäuse von Fricke et al. als 
Spendertiere gewählt (Fricke et al. 2014). Die Tiere, basierend auf einen C57/Bl6 
Stamm, besitzen ein humanes CD4 Gen anstelle des murinen Gens und ein humanes 
HLA-DR3 Gen. Dieser Stamm wird aufgrund der genetischen Veränderungen im 
folgenden triple transgen (TTG) genannt. Die Empfängertiere, sowie das Alter, als 
auch die Haltung, Bestrahlung und ex vivo Behandlung entsprach dem allogenen 
Modell. 
Bei der präventiven, sogenannten ex vivo Anwendung, wurde das Transplantat vor der 
Injektion mit den AON-Nanopartikel-Komplexen transfiziert (siehe 2.3.1 Ex vivo 
Behandlung). Bei der therapeutischen in vivo Behandlung wurden die Milz- und 
Knochenmarkszellen nach der Bestrahlung ohne Vorbehandlung durch AONs injiziert 
und die AON-Nanopartikel-Komplexe nachfolgend in den Empfängertieren appliziert. 
 
2.3.1 Zeitlicher Ablauf und Durchführung 
Die Einteilung der Tiere erfolgte so, dass keine Gruppe einen statistischen Unterschied 
des durchschnittlichen Gewichtes zeigte und i.d.R. eine gemischte Haltung je Käfig 
vorlag, um unspezifische Effekte durch unterschiedliche Pflege zu vermeiden. Eine 
Bestrahlungs-Kontrollgruppe erhielt statt des hämatopoetischen Transplantates 150 µl 
einer 0,9%-igen sterilen Kochsalzlösung lateral in die Schwanzvene injiziert. Alle 
intravenösen Injektionen erfolgten unter Ethernarkose (Ausnahmegenehmigung für 
den Tierstall unter der Leitung von Frau Vet. Ing. Scholz, Universität Leipzig). Zum 
Auslösen der GvHD erfolgte die Transplantation eines hämatologischen Gemisches 
aus 2 x 107 frisch isolierten und vereinzelten Milz- und Knochenmarkszellen eines 
genetisch vom Empfänger-Stamm (BALB/c) abweichenden Mausstammes (C57/Bl6 
bzw. TTG). Die Milzzellen wurden wie im Protokoll unter 2.1. (Zelllinien und primäre 
Immunzellen) erläutert, isoliert. Die Knochenmarkszellen wurden aus den 
Hinterbeinknochen der Spendermäuse (Tibia, Femur) gewonnen. Dabei wurden die 
Knochen präpariert und anhand einer Kanüle (Durchmesser 29G) und Spritze mit 
sterilem PBS durchgespült (Madaan et al. 2014). Nach Vereinigung des so 
gewonnenen Materials wurde das Knochenmark durch ein 70 µm Zellsieb gefiltert, 
zweimal gewaschen und dabei mit 300 x g, 5 min zentrifugiert. Anschließend wurden 
die Milzzellen mit 2 x 107 Knochenmarkszellen zusammengeführt, bei 300 x g, 5 min 
pelletiert und in 150 µl steriler 0,9%-iger NaCl-Lösung resuspendiert. Die Milz- und 
Knochenmarkssuspension wurden sofort in die Schwanzvene injiziert. Eine Übersicht 
über den zeitlichen Ablauf des verwendeten murinen GvHD Modelles ist in Abbildung 
8 dargestellt. Im Folgenden werden die verschiedenen Behandlungsoptionen sowie 
das Monitoring und die Probenentnahmen beschrieben. 
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Ex vivo Behandlung 
Für die ex vivo Behandlung mit funktionellen AONs wurden je Tier das hämatologische 
Transplantat mit je 10 µg AON oder je 10 µg AONs im Gemisch behandelt. Die Tabelle 
2 gibt einen Überblick über die eingesetzten Chemikalien und Gruppengrößen. Als 
Kontrolle dienten Gruppen, welche bestrahlt und nur mit NaCl injiziert 
(Bestrahlungskontrolle), bestrahlt und mit unbehandeltem Transplantat injiziert 
(GvHD-Kontrolle) bzw. welche mit dem Transfektionsmittel PEI und nichtfunktionellem 
nonsense AON behandeltem Transplantat injiziert wurden, im Folgenden als PEI-
Kontrolle bezeichnet. Im Detail wurden 10 µg AON/150 µl je Well in X-VIVO Medium 
bei Raumtemperatur für 30 min mit 50 µg PEI/150µl in HN-Puffer komplexiert. 
Anschließend wurde der Komplex auf 2 x 107 Milzzellen in einer 6-Well Platte gegeben, 
und für 4h bei 37°C, 5% CO2 inkubiert. Nach der Inkubation wurden die Milzzellen 
geerntet und mit 2 x 107 Knochenmarkszellen vereinigt. Nach einmaligem Waschen 
der Zellsuspension mit PBS bei 300 x g für 5 min wurde das Zellpellet in 150 µl 0,9 %-
iger steriler Kochsalzlösung aufgenommen. Die so präparierten Spenderzellen wurden 
sofort in die Schwanzvene injiziert. In Abbildung 9 ist die Durchführung schematisch 
dargestellt.  
Abbildung 8: Übersicht über den Ablauf im murinen GvHD-Modell. Die Versuchstiere wurden am Tag 0 des 
Experimentes bestrahlt und je nach Versuchsgruppe durch i.v. Injektion in die Schwanzvene transplantiert. Zur 
klinischen Überwachung erfolgte das Scoring nach Cooke (Cooke et al. 1996), sowie die 2-wöchige retrobulbäre 
Blutentnahme. Nach Erreichen des maximal zulässigen klinischen Scores oder maximal 56 Tagen erfolgte die 
schmerzfreie Opferung der Tiere mittels CO2 Narkose sowieso die Entnahme von Geweben zur weiteren 
Untersuchung. 
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Tabelle 2: Übersicht über die Anzahl der verwendeten Tiere der eingesetzten Kontroll- und Therapiegruppen im 
ex vivo Modell. In den Experimenten wurden als Kontrollgruppen, bestrahlte, nur mit NaCl injizierte Mäuse 
(Bestrahlungskontrolle), bestrahlte Mäuse, mit unbehandeltem Transplantat (GvHD-Kontrolle), und ein mit 
nonsense-AON-PEI behandeltes Transplantat (PEI-Kontrolle) verwendet. Die Therapiegruppen unterschieden sich 
in dem Zielgen-AON bzw. siRNA CD4 und CD28. Die Nukleinsäuren wurden dabei einzeln oder aber auch im 
Gemisch und zu verschiedenen Mengenangaben eingesetzt. 
 
 
 
 
Abbildung 9: Schematischer Ablauf der ex vivo Behandlung im allogenen GvHD-Tierversuch. Zu Beginn des 
Experimentes wurden den Spendertieren C57/Bl6 Knochenmarks- und Milzzellen entnommen. Diese wurden mit 
den AONs und den Transfektionsagenzien transfiziert. Nach erfolgter Bestrahlung der Empfängertiere BALB/c 
mit 0,4 Gy/g Körpergewicht erfolgte die Transplantation der Zellsuspension in die Schwanzvene. Anhand eines 
Bewertungssystems (Scoring nach Cooke et al. 1996) des klinischen Zustandes der Mäuse und der Kontrolle eines 
Heranwachsens der Immunzellen, konnte überprüft werden ob sich eine GvH- Reaktion ausbildet. 
Gruppe n allogenes Modell n transgenes Modell Menge AON/siRNA in µg 
Bestrahlungskontrolle 4 4 --- 
GvHD-Kontrolle 26 9 --- 
PEI-Kontrolle 26 9 10 
anti-CD4_10_AON 30 11 10 
anti-CD4_20_AON --- 3 20 
anti-CD28_1_AON 7 --- 10 
anti-CD4+CD28_AON 10 --- Je 10 
anti-CD4_10_siRNA --- 11 10 
anti-CD4_20_siRNA --- 3 20 
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In vivo Behandlung 
Für die in vivo Anwendung wurden alle Tiere, unabhängig von der 
Behandlungsgruppe, bestrahlt und 150 µl einer 2 x 107 Milz- und Knochen-
markssuspension intravenös in die Schwanzvene injiziert. In insgesamt 150 µl 0,9 %-
iger steriler Kochsalzlösung wurden 10 µg AON und 50 µg PEI in HN-Puffer bei 
Raumtemperatur für 30 min komplexiert. Die AON-Nanopartikel-Komplexe wurden 
nachfolgend in den Empfängertieren appliziert. Um die optimale Behandlung der Tiere 
mit dem ON-Gemisch zu ermitteln, wurden verschiedene Applikationsschemata 
untersucht. Tabelle 3 gibt einen Überblick über die angewandten i.p. Applikationsarten. 
Zusätzlich zu der i.p. Injektion wurde in einer Gruppe das Therapeutikum über eine 
Dauer von 8 Wochen, 1 x / Woche intravenös injiziert. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Start i.p. 
Injektion 
Dauer i.p. 
Injektion 
Intervall 
i.p. 
Injektion 
Menge 
AON in µg 
n PEI-Kontrolle n a-CD4 AON n a-CD4+a-
CD28 AON 
d14 2 Wochen 3 x pro 
Woche 
10  
20  
6 
3 
6 
3 
--- 
--- 
d19 2 Wochen 3 x pro 
Woche 
10  
20  
3 
3 
3 
3 
--- 
--- 
d0 2 Wochen 3 x pro 
Woche 
10  --- 5 --- 
d0 8 Wochen 3 x pro 
Woche 
10  14 14 --- 
d0 8 Wochen 1 x pro 
Woche 
10  10 --- 10 
d0 1 x am 
Starttag 
--- 50  --- 4 --- 
d0 Ex vivo + 8 
Wochen 
1 x pro 
Woche 
10  10 10 --- 
Tabelle 3: Übersicht über die eingesetzten in vivo Behandlungsgruppen. Angegeben ist der jeweilige Start, Dauer 
und Intervall der i.p. Injektionen, sowie die Mengen des eingesetzten AONs und Tiere je Gruppe. 
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2.3.2 Begleitendes klinisches Monitoring & Probenentnahme 
Um den Krankheitsverlauf und den Erfolg der Therapie zu ermitteln, wurden die Mäuse 
täglich begutachtet und nach einer Bewertungsskala von Cooke (Cooke et al. 1996) 
beurteilt. In die Bewertung flossen das Gewicht der Tiere, Bewegungsaktivität, 
Fellbeschaffenheit, Zustand der Haut und die Haltung ein, welche wiederum auch 
klinischen Charakteristika einer murinen GvHD entsprechen können. In Tabelle 4 sind 
die Versuchsparameter mit den Bewertungsabstufungen übersichtlich dargestellt. Ein 
Gewichtsverlust von 25 % im Vergleich zum Startgewicht am Tag 0, Lethargie, 
schwere Entzündungen der Haut bzw. ein Score ≥ 6 führten zur Erlösung des Tieres 
im Versuch. Die Euthanasie erfolgte an den Abbruchtagen und am Finaltag (max. Tag 
56) über eine schmerzfreie Kohlenstoffdioxidzugabe. Wie in Abbildung 8 dargestellt, 
wurde am Tag 5, Tag 14 und dann in einem zweiwöchigem Abstand retrobulbär mit 
einem Hämatokritröhrchen (Hämatokrit Kapillare, Hirschmann, Deutschland) ca. 100 
µl Blut unter einer Ethernarkose (Ausnahmegenehmigung für den Tierstall unter der 
Leitung von Frau Vet. Ing. Scholz, Universität Leipzig) abgenommen. Das Blut wurde 
dabei in ein 1,5 ml Reaktionsgefäß aufgenommen und mit 10 µl Heparin (Heparin-
Natrium 25000, Ratiopharm, Ulm, Deutschland) versetzt. Mit dem Blut wurde zunächst 
ein Differential-Blutbild mithilfe des Animal Blood Cell Counter (scil Vet abc, Viernheim, 
Deutschland) erstellt und anschließend eine Antikörper-Färbung der Immunzellen 
vorgenommen, welche abschließend durchflusszytometrisch untersucht wurden 
(siehe 2.1.6 Durchflusszytometrie). 
Tabelle 4: Bewertungsübersicht über den Krankheitsablauf nach dem Score von Cooke et al. 1996). Je nach 
Ausprägung der Charakteristika wurden Punktzahlen vergeben und somit die Schwere der GvHD-Reaktion 
festgestellt. Bei einem Score von ≥ 6 oder einem Gewichtsverlust > 25% erfolgte die Euthanasie. 
Charakteristikum Score 0 Score 0.5 - 1 Score 1.5 – 2 
Gewichtsverlust < 10% > 10% - 25% > 25% 
Bewegungsaktivität normal Leicht bis mittel-stark 
verringert 
Regungslos, außer bei 
Stimulation 
Fellbeschaffenheit normal Leicht ungepflegt Stark ungepflegt, schmutzig 
Hautzustand normal Schuppig an Pfote 
und Schwanz, 
leichter Fellverlust 
Bei starkem Fellverlust sehr 
schuppige Hautareale 
Haltung normal Bucklig im Sitzen Stark bucklig, beeinträchtigte 
Bewegung 
 
Die Mäuse wurden nach der Euthanasie sofort präpariert und die Organe entnommen. 
Zuerst wurde die Milz entnommen und geviertelt. Jeweils ¼ wurde für die 
durchflusszytometrische Bestimmung der Milzzellen, für die RNA-Isolation, für die 
histologische Bestimmung anhand einer Paraffinierung und für die histologische 
Kryokonservierung, verwendet. Eine ganze Niere wurde für die Paraffin-Histologie 
verwendet, und je eine Hälfte der zweiten Niere wurden für die RNA-Isolation und die 
Kryokonservierung asserviert. Von den anderen Organen, Leber, Thymus, Lunge, 
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Duodenum, Ileum und Colon wurden je 1/3 für die RNA-Isolation, Paraffin- und 
Kryokonservierung präpariert. Ebenfalls wurde von der Haut ca. 1 cm2 entnommen, 
gedrittelt und für die RNA-Isolation, Paraffin- und Kryokonservierung eingesetzt. Zum 
Schluß wurden die Hinterbeine präpariert und für die Paraffineinbettung gelagert. 
Zur RNA-Isolation wurden die Organe in 0.5 ml RNAlater (Qiagen, Venlo, Niederlande) 
aufgenommen, über Nacht bei 4°C inkubiert und anschließend bei -20°C bis zur RNA-
Isolation gelagert. 
Die Vorbereitung für die Paraffin-Einbettung erfolgte wie folgt: Die Organe wurden in 
Einbettkassetten (ROTH, Karlsruhe, Deutschland) für 3 – 4 Wochen in einer 4% 
Formaldehydlösung (Morphisto, Frankfurt/Main, Deutschland) im Dunkeln aufbewahrt.  
Für die Kryokonservierung der Organe wurden je 2 ml Tissue Tek (Sakura Finetek, 
Alphen aan den Rijn; Niederlande) in vier Einbettförmchen (Sakura Finetek) pro Tier 
gefüllt und nach Zugabe der oben beschriebenen Organfragmente in flüssigem 
Stickstoff schockgefroren. 
 
2.4 Funktionelle Messungen 
 
2.4.1 Quantitative mRNA Expression 
RNA-Isolation 
 
Für die RNA-Isolation wurden in vitro behandelte Zelllinien, primäre Zellen und die im 
Rahmen der in vivo Tierversuche entnommenen Organe in peqGOLD TriFast (peqlab, 
VWR, Erlangen, Deutschland) aufgenommen. Die Extraktion der RNA erfolgte laut 
dem Herstellerprotokoll und unter einer Plastikhaube, um die Kontamination mit 
RNAsen zu vermeiden. Die Organe wurden zusätzlich mit dem Ultra-Turrax T10 (IKA-
Werke GmbH & Co KG, Staufen, Deutschland) homogenisiert. Nach 5 min Inkubation 
bei Raumtemperatur der Zellen und des Gewebes wurden 0.1 - 0.2 ml Chloroform 
(AppliChem) hinzugefügt und die Proben bei 12000 x g, 4°C für 15 min zentrifugiert. 
Durch die Zentrifugation bilden sich verschieden Phasen aus, dabei befindet sich die 
RNA in der wässrigen oberen Phase, welche sanft abgenommen und in ein neues 
RNase-freies Gefäß überführt wurde. Nach diesem Schritt wurden 0.25 - 0.5 ml 
Isopropanol (AppliChem) und 1 µl Glycoblue (Life Technologies) zur besseren 
Erkennung des Pellets zugegeben. Nach dem Durchmischen wurde die Flüssigkeit 10 
min bei Raumtemperatur inkubiert und dann 10 min bei 12000 x g, 4°C zentrifugiert. 
Der Überstand wurde anschließend vorsichtig abgenommen und das Pellet, welches 
die RNA beinhaltete, wurde einmal mit 0,5 - 1 ml 75%-igem Ethanol (ROTH) 
gewaschen. Ab diesem Schritt wurde auf Eis gearbeitet. Der Waschschritt schloss mit 
einer Zentrifugation bei 7500 x g, 4°C für 5 min ab. Das Ethanol wurde vorsichtig und 
vollständig abpipettiert und das Pellet für 15 - 30 min getrocknet. Im letzten Schritt 
wurde das Pellet mit 13 - 30 µl RNase-freiem Wasser (AppliChem) aufgenommen. Die 
Konzentration der RNA wurde bei einer Wellenlänge von 260 nm durch ein NanoDrop-
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Spektrometer (NanoDrop 2000, peqlab, Erlangen, Deutschland) gemessen. Dies 
erfolgte mittels der Formel [μg/ml] = OD260 × 40 μg/ml × Verdünnungsfaktor, 
zusätzlich wurde der Reinheitsgrad (260nm / 280nm) bestimmt.  
 
cDNA Synthese 
                                                                                                                    
Die Reverse Transkription der RNA wurde mit dem RevertAid H Minus First Strand 
cDNA (complementary DNA) Synthesis Kit von Thermo Scientific (Waltham, USA) 
durchgeführt. Für die Umschreibung wurden dabei 2 - 5 µg RNA je 20 µl Ansatz 
entsprechend Herstellerangaben verwendet. Es wurde ein 1:1 Gemisch von Oligo(dT)- 
und Random Hexamer-Primern in einer Menge von 0.5 µg zu 1 µg Template RNA 
hergestellt und die Mischung bei 70°C für 5 min inkubiert. Nach diesem Schritt wurde 
die RNA-Primer-Lösung sofort auf Eis gekühlt und der Reaktionsmix bestehend aus 1 
µl RevertAid H Minus Reverser Transkriptase, 1 µl RiboLock RNase Inhibitor, 4 µl         
5-fach konzentriertem Reaktions-Puffer und 2 µl dNTP Mix zugegeben. Die reverse 
Transkription fand bei 42°C für 60 min statt. Im letzten Schritt wurde die Reaktion durch 
Erhitzen der Lösung auf 70°C für 10 min gestoppt. In Abhängigkeit der eingesetzten 
RNA-Menge erfolgte im Anschluss die Verdünnung des cDNA Stocks auf eine 
Arbeitskonzentration von 50 ng/μl. Diese wurde dann bei -20°C gelagert. 
Eine Überprüfung der cDNA-Qualität erfolgte über eine PCR mit den zwei murinen 
Housekeeping-Genen B2M und HPRT1. Anhand einer anschließenden Agarose-Gel-
Elektrophorese wurde die Qualität der Amplifikation sichtbar gemacht. Die 
Produktgröße der Gene ist in Tabelle 5 zu sehen. Die PCR wurde dabei mit 50 ng 
cDNA in einem 20 µl-Ansatz unter folgenden Reaktionsbedingungen durchgeführt: 1-
facher Puffer B 2.5 mM MgCl2, 0.2 mM dNTP-Mix, 0.3 µM je Primer, 0.08 U/µl Hot Fire 
Taq Polymerase (Solis BioDyne, Tartu, Estland) aufgefüllt mit molekularbiologischem 
Wasser (AppliChem). Die PCR Reaktion wurde anschließend nach entsprechendem 
Protokoll durchgeführt: initiale Denaturierung bei 95°C für 15 min, gefolgt von 40 
Zyklen mit Denaturierung bei 95°C für 15 s, Annealing bei 58°C für 20 s, Elongation 
bei 72°C und 1 min, und zum Schluss wurde die Proben auf 4°C heruntergekühlt. Zur 
Herstellung eines 2%igen Agarosegels wurde 1 g Agarose (ROTH) mit 50 ml 1 x TAE-
Puffer (Tris-Acetat-EDTA, ROTH) gelöst, solange erhitzt, bis eine klare Lösung 
entstand, und mit 5 µl SYBR Safe (Life Technologies) versetzt. Als DNA-Leiter wurde 
der 50 bp Marker von ROTH (Kat.Nr.#2810) verwendet. 5 µl der amplifizierten cDNA 
(50 ng) wurde mit 1 µl DNA-Ladepuffer (Appli-Chem) gemischt und auf das Agarosegel 
aufgetragen. Die Detektion der Banden erfolgte abschließend mit dem Vilber Lourmat 
(Vilber GmbH, Eberhardzell, Deutschland) unter UV Bestrahlung. 
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Quantitative real-time PCR 
Für die Quantifizierung der Expression der T-Zell spezifischen Zielgene wurde eine 
quantitative real-time PCR (qPCR) mittels des QuantStudio 6 Flex (ThermoFisher 
Scientific) in 384-well Platten durchgeführt. Dafür wurde der 5x HOT FIREPol® Probe 
qPCR Mix Plus (ROX) (Solis Biodyne, Tartu, Estland) Reaktionskit in einem 10 µl 
Ansatz verwendet. Zusätzlich wurden 0.15 µM je Primer, PCR-sauberes Wasser 
(AppliChem) und 50 ng cDNA hinzugefügt. Die qPCR lief unter folgenden 
Bedingungen ab: 15 min initiale Denaturierung bei 95°C, gefolgt von 45 Zyklen 
bestehend aus Denaturierung bei 95°C für 15 s, Annealing bei 60°C für 20 s und 
Elongation bei 72°C und 90 s. Es schloss sich eine Schmelzkurvendetektion bei 95°C 
zu 40°C bei einem Temperaturintervall von 0.1°C/s an. Amplifiziert wurden die 
Zytokine IL2, IL4, IL6, IFNγ, CD8a, TNFα und die murinen T-Zellrezeptorgene CD4 
und CD28, wobei Exon-spezifisch zum einen das Oligonukleotid-Zielexon mit der 
Transmembran-Domäne (für CD4 das 8. Exon, für CD28 das 3. Exon) und zum 
anderen als Expressionskontrolle das Zielgen inklusive Exon (Gesamtexpression) 
anvisiert wurden. Als Housekeeping-Gene wurden HPRT1 und B2M verwendet. Die 
relative Genexpression wurde mit der Expression der Housekeeping Gene via ΔCt-
Methode verglichen und als -fold changes dargestellt (2ΔCt). Tabelle 5 gibt einen 
Überblick über die verwendeten qPCR Assays und deren Zielgene. 
Tabelle 5: Primer für PCR und qPCR. Die Tabelle gibt einen Überblick über die verwendeten Primer, die forward 
und reverse Sequenz, die Größe des Amplikons und die Herkunft der Primer.  
Zielgen Forward primer Reverse primer Größe 
Amplikon (bp) 
Herkunft/Design 
IL2 AAGTTTACATGC
CCAAGAAGG 
AAGTGAAAGTTTT
TGCTTTGAGCTA 
217 BIOMOL (Kat.Nr. 
VMPS-3084) 
IL4 ACAGGAGAAGG
GACGCCAT 
GAAGCCCTACAG
ACGAGCTCA 
95 AG Burkhardt 
IL6 CTACCCCAATTT
CCAATGCT 
ACCACAGTGAGG
AATGTCCA 
187 AG Burkhardt 
IFNγ CAAAAGGATGGT
GACATGAA 
TTGGCAATACTCA
TGAATGC 
182 AG Burkhardt 
CD8a GCCAGTCCTTCA
GAAAGTGA 
TGATGATCAAGGA
CAGCAGA 
215 AG Burkhardt 
TNFα CCCACTCTGACC
CCTTTACT 
TTTGAGTCCTTGA
TGGTGGT  
201 AG Burkhardt 
CD4_Exon8 TATCCAGAGGGG
TGAACCAG 
GCAGCGTGTCTG
CTACATTC  
303 AG Burkhardt 
CD4_Gesamt CTGACTCTGACT
CTGGACAAAGG
  
CAAAGTATTGTTG
AGCTGAGCC 
84 AG Burkhardt 
CD28_Exon3 GTGGTTGCTGGA
GTCCTGTT  
CGGTACGCTGCA
AAGTCTCT 
185 AG Burkhardt  
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CD28_Gesamt ATCAGAACAATG
ACACTCAGGCT
  
TGACCTCGTTGCT
ATCTACCAC 
121 AG Burkhardt 
HPRT1 GCTGACCTGCTG
GATTACAT  
TTGGGGCTGTACT
GCTTAAC 
242 AG Burkhardt 
B2M GGCCTGTATGCT
ATCCAGAA  
GAAAGACCAGTC
CTTGCTGA 
198 AG Burkhardt 
 
2.4.2 Proliferationstest  
Lymphozytentransformationstest 
Um die Proliferation stimulierter T-Zellen und den möglichen Einfluss der getesteten 
funktionellen Oligonukleotide untersuchen zu können wurde ein Lymphozyten-
transformationstest (LTT) durchgeführt. Dafür wurden 2 x 105 Zellen (PBMC, na-
PBMC) in 200 µl RPMI-1640-Medium in einer 96 well-Platte eingesetzt und wie in 2.2.2 
beschrieben entsprechend stimuliert und transfiziert. 24h nach der Transfektion wurde 
3H-Thymidin zugegeben (1 µCi/ Well, 20 µCi/ml, Amersham Bioscience, Hartmann 
Analytik GmbH, Braunschweig). Die genomische Integration von 3H-Thymidin 
korreliert mit der abgegebenen β-Strahlung und diese wurde 16 - 18h nach 
Transfektion im Institut für Transfusionsmedizin der Medizinischen Fakultät, 
Universität Leipzig durch zertifiziertes Personal (MTA Katrin Bauer) an dem Gerät 
Wallac 1450 MicroBeta® TriLux (Perkin Elmer, Waltham, USA) vermessen. Die 
Radioaktivität wird dabei entsprechend in cell counts per minute (ccpm) dokumentiert. 
BrdU-Test 
Die Proliferation in Abhängigkeit des Zellzyklus´ kann weiterhin anhand eines BrdU-
Testes vermessen werden. Dieser Test beruht auf dem Einbau eines 
Pyrimdinanalogons 5-Brom-2-desoxyuridin (BrdU) anstelle der Base Thymidin in die 
neusynthetisierte DNA der Zellen während der Mitose. Dadurch können proliferierende 
Zellen in der Synthese-Phase, der G2/M-Phase sowie der G0/G1 Phase 
nachgewiesen werden.  
Verwendet wurde das APC BrdU Flow Kit von BD Bioscience (Katalog Nu. 552598, 
Heidelberg, Deutschland). Es wurden 2 x 105 Zellen (PBMC) pro Well entsprechend 
der Protokolle in 2.2.2 stimuliert und transfiziert. 20 µl der BrdU-Lösung wurde in einer 
Konzentration von 10 µl/ml pro Well pipettiert. Am Tag 0, 1, 3, 6 und 12 nach der 
Zugabe wurden jeweils 50 µl Probe entnommen und einmalig mit 1 ml Medium 
gewaschen. Nach dem Waschen wurde mit 5 min bei 300 x g pelletiert und 
anschließend gefärbt. Dazu wurde das Pellet in 50 µl BD Cytofix resuspendiert und für 
15 min bei RT inkubiert. Als nächstes wurden die Zellen mit 1 ml BD Perm/Waschpuffer 
gewaschen, zentrifugiert für 5 min bei 300 x g, und das Zellpellet erneut in 50 µl BD 
Cytofix aufgenommen. Die Zellsuspension wurde für 10 min auf Eis gelagert, erneut 
wie oben beschrieben gewaschen und in 50 µl DNAse-Lösung mit einer Konzentration 
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von 300 µg/ml resuspendiert, und für 1h bei 37°C inkubiert. Nach der Inkubation 
wurden die Zellen erneut gewaschen und in 25 µl BD APC-konjugierter anti-BrdU-
Lösung (10 mg/ml) aufgenommen und für weitere 20 min bei RT im Dunkeln inkubiert. 
Nach einem weiteren Waschschritt wurde das Zellpellet mit 5 µl 7-AAD (entsprechend 
der Zellzahl) versetzt und wiederholt bei RT im Dunkeln für 20 min inkubiert. Nach 
einem letzten Waschschritt wurde das Zellpellet in 200 µl PBS / 1% PFA-Lösung 
aufgenommen und die Proben durchflusszytometrisch am BD FACSCantoTM II 
vermessen. Die verschiedenen Zellzykluspositionen konnten anschließend über die 
korrelierte Expression der Gesamt-DNA und eingebauten BrDU-Fluoreszenzlevel 
analysiert werden (Abb. 10). Die Unterteilung und Kompensierung der 
Zellpopulationen erfolgte nach Anleitung des verwendeten Kits. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
2.4.3 Differentialblutbild 
Die Blutabnahme erfolgte wie unter 2.3.2 beschrieben. Die Analyse des Blutes erfolgte 
unverzüglich in ca. 100 µl Material und bevor das Serum abzentrifugiert wurde. Die 
Messungen wurden mit Hilfe des Animal Blood Cell Counter durchgeführt und dabei 
wurden folgende Parameter gemessen: weiße Blutzellen in 103 /mm3, rote Blutzellen 
in 106 /mm3, Lymphozyten, Monozyten und Granulozyten in 103 /mm3, alle Werte 
wurden auch in % angegeben. Hämoglobin in g/dl, Hämatokrit in %, mittleres 
Erythrozytenvolumen (MCV) in μm³, mittlerer Hämoglobingehalt eines Erythrozyten 
(MCH) in pg und mittlere Hämoglobinkonzentration eines Erythrozyten (MCHC) in g/dl. 
 
 
Abbildung 10: Schematische Darstellung des Zellzyklus´und durchflusszytometrische Analyse des BrDU-Testes. 
Der Zellzyklus (links) ist unterteilt in die Synthesephase (DNA Replikation), G2/M-Phase (Mitose) und G0/G1-
Phase (Arrest und Wachstum). Im Durchflusszytometer (rechts) können anschließend die Zellzyklusphasen in 
verschiedenen Populationen unterschieden werden (BD Pharmingen™ BrdU Flow Kits, Instruction Manual). 
S 
G2/M 
G0/G1 
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2.4.4 Histologie 
Nach der Fixierung des Gewebes in Formaldehyd-Lösung wurden die entnommenen 
Organe und die Beine der Tiere (insbesondere die Femuren) mittels einer automatisch 
ablaufenden Alkoholreihe entwässert (Leica TP1020, Leica Biosystems, Nussloch, 
Deutschland). Danach erfolgte das Einblocken an einer Paraffingießstation (HistoCore 
Arcadia, Leica Biosystems) und das Schneiden der Paraffinblöckchen wurde mit Hilfe 
eines motorischen Mikrotoms durchgeführt (Leica RM2255, Leica Biosystems). Die 
Organe wurden auf einem Objektträger fixiert und anschließend wurden folgende 
histologischen Färbungen vorgenommen: Um Zellkerne und Plasma in 
mikroskopischen Aufnahmen unterscheiden zu können, wurden die vorbereiteten 
Gewebeschnitte mittels Hämatoxylin-Eosin Färbung (HE-Färbung) angefärbt. Dabei 
wurden basophile Strukturen wie der DNA-haltige Zellkern und die RNA bindenden 
Ribosomen blau dargestellt, während azidophile Strukturen wie Zellplasma und 
kollagenhaltiges Bindegewebe rot erscheinen. Lymphozytäre Einwanderungen stellen 
sich aufgrund des relativ großen Zellkernes im Verhältnis zum Zytoplasma als kleine 
blaue Punkte dar. Eine AZAN-Färbung (Azokarmin G, Anilinblau-Goldorange) wurde 
bei den entnommenen Beinen durchgeführt, um das Knochenmark beurteilen zu 
können. Bei gesunden Tieren erscheinen die Knochenbalken blau und in den 
Zwischenräumen sind die hämatopoetischen Zellen gut zu erkennen. Zusätzlich wird 
der Zellkern (Chromatin) und das Zytoplasma rot und Kollagen- bzw. retikuläre Fasern 
dunkelblau angefärbt. 
Die histopathologische Beurteilung einer GvHD erfolgte nach den Kriterien von Lerner 
(Lerner et al. 1974) und ist in Tabelle 6 dargestellt. 
Tabelle 6: Übersicht über die Abstufungen der histologischen Beurteilungskriterien nach Lerner et al. 1974. 
Dargestellt sind die Schweregrade für die Haut und den Darm.  
 
Für die HE-Färbung wurden die Gewebeschnitte zu Beginn in der absteigenden 
Alkoholreihe für 15 Minuten in > 98% Xylol (Roth, Karlsruhe) inkubiert, dann in 
folgender Reihenfolge, für je 30s, in > 99,5% 1-Propanol (Roth, Karlsruhe), 96% 
Ethanol (Morphisto, Frankfurt am Main), 75% Ethanol (Morphisto), 50% Ethanol 
(Morphisto) und mit Aqua dest. gespült. Anschließend wurden sie für 10 min in 
Hämalaun nach Mayer (Roth) inkubiert. Die Schnitte wurden mit Leitungswasser 
gespült und für 10 min in warmem Leitungswasser gebläut. Zur Gegenfärbung wurden 
 Charakteristika der Haut Charakteristika des Darms (Colon) 
Grad 1 Vakuolisierung der Basalzellen Einzelne Apoptosen sichtbar 
Grad 2 Einzelzellapoptosen, lymphozytäres 
Infiltrat in Epidermis und obere 
Dermis 
Verlust mehrerer Krypten 
Grad 3 Beginn Spaltbildung in der 
Basalmembranzone 
Kompletter Verlust mehrerer Krypten 
Grad 4 Komplette Abhebung der Epidermis 
mit Nekrosen 
Kompletter Kryptenverlust 
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die Gewebeschnitte für 10s in Eosin G-Lösung 0,5% (Roth) geschwenkt. Um die 
Färbung zu verstärken, wurde dem Eosin ein Tropfen 100% Essigsäure (Roth) 
zugegeben. Nach der Eosinfärbung folgte die aufsteigende Alkoholreihe, wobei je 
Schritt für 30s, in 50% Ethanol, 75% Ethanol, 96% Ethanol und 1-Propanol gespült 
wurde. Sie verblieben anschließend für 5 Minuten in Xylol. Nach der Färbung wurden 
die Schnitte mit Xylol-haltigem Medium (Leica CV Ultra, Leica Biosystems) eingedeckt 
und bei Raumtemperatur getrocknet.  
Die AZAN-Färbung wurde nach erfolgter absteigender Alkoholreihe, siehe HE- 
Färbung, anhand folgendem Protokoll durchgeführt: für 30 min wurden die 
histologischen Schnitte in einer Kernechtrotlösung 0,1% (Morphisto) gefärbt und 
anschließend mit Aqua dest. gespült, für mindestens 10 min in 5%iger wässriger 
Wolframatophosphorsäure gebeizt (dieser Färbeschritt wurde mikroskopisch 
kontrolliert), erneut mit Aqua dest. gespült, 5 min in einem Anilinblau-Orange-Wasser 
(A. dest.) Gemisch (1:3) gefärbt und erneut gespült mit A. dest. Wie bei der HE-
Färbung beschrieben, wurden die aufsteigende Alkoholreihe und das Eindeckeln der 
Gewebeschnitte durchgeführt. Mit Hilfe eines Mikroskop-Slide-Scanners (Mirax Midi, 
Carl Zeiss, Oberkochen) wurden die gefärbten Objektträger eingescannt und die Bilder 
mittels der Software Panoramic Viewer analysiert.  
2.4.5 Serummessung 
Um eine eventuelle Toxizität der verwendeten PEI-AON Konjugate in vivo zu erfassen, 
wurden 10 µg nonsense AON (2‘-O-methyl PTO RNA, FAM markiert) oder nonsense 
siRNA in verschiedenen Schemata im Tier appliziert. Es erfolgte zum einen dreimal 
wöchentlich eine i.p. Injektion ab Tag 0 der Bestrahlung und Transplantation, 
durchgehend bis zum Schluss des Versuches, oder für zwei Wochen von der zweiten 
bzw. dritten Woche nach Bestrahlung und Transplantation. Eine zusätzliche Gruppe 
erhielt das Transplantat nach einer ex vivo Behandlung der PEI-AON / PEI-siRNA 
Komplexe wie oben beschrieben (2.3.1 Ex vivo Behandlung). In einer weiteren Gruppe 
wurde die ex vivo Transfektion und die in vivo i.p. Applikation (1 x / Woche) kombiniert. 
Es wurden des Weiteren unbestrahlte nicht-transplantierte Tiere einmal wöchentlich 
über den gesamten Versuchsablauf mit PEI/AON-Komplex oder nur mit AON i.p. 
injiziert, um die Relevanz der Bestrahlung bzw. GvHD Induktion auf die Verträglichkeit 
der Behandlung einschätzen zu können. In jedem Fall wurden nach Blutabnahme 
(Protokoll siehe 2.3.2) entsprechend dem Zeitstrahl in Abbildung 8 die Proben 
zentrifugiert bei 300 x g für 15 min. Der Plasma-Überstand wurde abgenommen und 
für die später erfolgenden Messungen bei -20°C gelagert.  
Mittels eines Serummessgerätes (AU480; Beckman Coulter, Krefeld, Deutschland), 
wurden verschiedene Enzyme und Moleküle, wie die Leberenzyme ASAT 
(Aspartataminotransferase) und ALAT (Alanin-Aminotransferase), LDH 
(Laktatdehydrogenase), Harnstoff, Glucose, Albumin und Kreatinin auf toxische 
Veränderungen untersucht (siehe Tabelle 7).  
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Parameter Messbereich Katalognummer 
ALAT 3 – 500 U/l OSR 6007 
ASAT  3 – 1000 U/l OSR 6009 
LDH 25 – 1200 U/l OSR 6128 
Harnstoff 2 – 130 mg/dl OSR 6134 
Glucose 10 – 800 mg/dl OSR 6121 
Albumin 1,5 – 6,0 g/dl OSR 6102 
Kreatinin 0,2 – 25 mg/dl OSR 6178 
 
2.4.6 Durchflusszytometrie 
Alle durchflusszytometrischen Analysen wurden mit dem FACSCantoTM II (BD 
Bioscience, Heidelberg) vorgenommen und mit der FACSDivaTM Software 
ausgewertet. Die angewendeten Multiplex-Assays wurden mit Isotyp-Kontrollen und 
Einzelfärbungen etabliert. Die genutzten Antikörper sind in Tabelle 8 aufgelistet. 
Zunächst wurden die in vitro stimulierten und transfizierten Proben auf ihre Zielgen-
Expression hin untersucht. Dazu wurden die Proben nach der Ernte pelletiert bei       
300 x g für 5 min und mit Antikörpern gegen CD3e, CD4 und CD28 gefärbt und bei 20 
min im Dunkeln inkubiert. Es folgten zwei Waschschritte mit 1 ml PBS. Anschließend 
wurden die Proben in 200 μl PBS/1% PFA aufgenommen. Zur Ermittlung der 
Transfektionsrate unabhängig von funktionellen Sequenzen wurden Zellen mit einem 
nonsense AON, markiert mit FITC, transfiziert und ungefärbt durchflusszytometrisch 
analysiert. 
Auch die entnommenen Blutproben wurden auf ihre Immunzellpopulationen hin 
analysiert. Nach Entfernen des Plasmas durch eine 15-minütige Zentrifugation bei 300 
x g wurde das Blutpellet mit einem Antikörper-Mix versetzt und für 20 min im Dunkeln 
bei Raumtemperatur inkubiert. Zur Analyse wurden anti murin MHC-I (H-2kb)-PE, anti 
CD3-FITC, anti CD4-PE-Cy7, anti CD8-PerCP, anti CD19-APC-Cy7 und anti CD25-
APC (alle von BD Bioscience) eingesetzt. Nach der Inkubation wurde 1 ml FACS 
Lysing Solution (BD) hinzugefügt zur Lyse der Erythrozyten und erneut im Dunklen für 
10 min inkubiert. Anschließend wurden die Zellen zweimal in PBS (1x) bei 300 x g, 5 
min gewaschen und zum Schluss in 100 µl PBS aufgenommen und mit dem 
FACSCanto™ II von BD analysiert. Bei jedem finalisierten Tier wurden Milzzellen aus 
¼ der Milz mittels eines Zellsiebes (70 µm, Greiner Bio-One), durch eine 5-minütige 
Zentrifugation bei 300 x g, isoliert. Die Färbung der Milzzellen erfolgte unter denselben 
Bedingungen, jedoch ohne Erythrozyten-Lyse. 
Tabelle 7: Übersicht über die zu untersuchenden Parameter mit entsprechenden Messbereich und Katalog-
nummern. Für die Messungen für das Plasma 1:20 mit Aqua dest. verdünnt. 
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Um die Verteilung der therapeutischen Moleküle im Gewebe in vivo zu untersuchen, 
wurden Wildtypmäuse (Stamm CD1) 150 µl i.p. oder i.v. mit einem Fluorophor-
markierten Oligonukleotid (FAM- 2‘-O- methyl-PTO RNA) oder siRNA (Alexa-Fluor 
647) injiziert. Je Tier wurden 10 µg des AONs bzw. der siRNA in 75 µl HN-Puffer mit 
25 µg verschiedenen Polymeren, gelöst in 75 µl 5 % Glucose, komplexiert: PEI, 
PEGyliertes PEI, PEI gekoppelt mit IgG (Kontrolle) und PEI in verschiedenen 
Molekulargewichten (5, 10, 25 kDa), modifiziert mit Tyrosin (Ewe et al. 2016). Die 
Komplexierung nach dem Mengenverhältnis 1:2,5 erfolgte durch eine 30-minütige 
Inkubation der Lösung bei RT. Die verschieden gekoppelten und modifizierten PEI-
Varianten wurden durch AG Aigner synthetisiert, währenddessen die Komplexbildung 
und in vivo Anwendung in der AG Burkhardt erfolgte. Ebenfalls wurden a-CD4-
Antikörper-konjugierte PEI-Nanopartikel in ein muCD4-/huCD4+ transgenes 
Mausmodell (TTG-Modell) injiziert. Der monoklonale Antikörper MAX.16H5, entwickelt 
für die Behandlung gegen Rheumatoide Arthritis, wurde durch Prof. Emmrich 
(Fraunhofer IZI, Leipzig) zur Verfügung gestellt (Emmrich et al. 1991) und durch AG 
Aigner an das PEI gekoppelt. Die Komplexbildung und Injektion erfolgte wie oben 
beschrieben. Nach jeweils 4h und 24h wurden die Tiere euthanasiert und die Organe 
präpariert. Lunge, Ileum, Peritoneum und Gehirn wurden vor der Zellisolierung mit 2 
mg/ml Kollagenase-Lösung in PBS (Typ II, CLS II, Biochrom GmbH, Berlin, 
Deutschland) für 30 min bei 37°C verdaut. Anschließend wurden die Zellen mithilfe 
eines 70 µm Zellsiebes vereinzelt, zweimal mit PBS gewaschen und dann mit 300 x g 
bei 5 min zentrifugiert. Die Transfektionseffizienz wurde anschließend per 
Durchflusszytometer gemessen und analysiert. 
 
 
 
 
 
 
Tabelle 8: Zusammenfassung der in den durchflusszytometrischen Experimenten verwendeten Antikörper. 
Angegeben ist zusätzlich der Fluoreszenzfarbstoff, die eingesetzte Menge des Antikörpers in Bezug zur Zellzahl, 
sowie die Katalognummer.  
Antikörper Farbe Menge in µl 
(1 x 106/ml Zellen) 
Katalognummer (BD) 
MHC-I (H-2kb) murin PE 2,5 553570 
CD3 murin FITC 1 553062 
CD4 murin PE-Cy7 2,5 552775 
CD8 murin PerCP 2,5 553036 
CD19 murin APC-Cy7 1,5 557655 
CD25 murin APC 2,5 557192 
CD4 human APC 2,5 555349 
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2.5  Statistik 
Die Daten wurden mit Microsoft Office Excel 2010, 2016 (Microsoft Office Software 
Suite) und GraphPad Prism 6 und 8 ausgewertet.  
Die Überlebenszeit der Tiere in den Tierversuchen wurden nach Kaplan-Meier mit der 
SPSS-Software (Version 22) analysiert und die Signifikanz zwischen den 
Behandlungsgruppen im Versuch anhand eines Log-rank-Testes bestimmt. 
Die Ergebnisse wurden in der Regel in Form Mittelwert der Messwerte ± 
Standardabweichung dargestellt. Negative Standardabweichungen sind bei 
logarithmischen Achsen nicht dargestellt. Die Daten wurden zunächst auf ihre 
Normalverteilung nach dem Shapiro-Wilk Test überprüft. Bei Normalverteilung wurde 
der zweiseitige t-Test und bei Nicht-Normalverteilung der Mann-Whitney U Test 
angewendet. Als statistisch signifikant gelten p-Werte unter 0,05. 
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3 Ergebnisse 
 
3.1 Anwendung funktioneller Oligonukleotide in vitro  
 
Die Wirkung von antisense Oligonukleotiden und siRNA sollte in dieser Arbeit in einem 
gentherapeutischen Ansatz zur Behandlung der Graft-versus-Host Disease untersucht 
werden. Anhand der Oligonukleotide sollte die Expression der Zielgene CD4 und CD28 
reduziert werden. Die Aktivierung von T-Zellen des Spenders gegenüber dem 
Empfänger, über die T-Zellrezeptoren CD4 und CD28, führt maßgeblich zur 
Entstehung der GvHD. Der Einsatz der Oligonukleotide sollte die Aktivierung von T-
Zellen, durch Reduzierung der Genexpression von CD4 und CD28, vermindern. Zur 
Einschleusung der Oligonukleotide wurden dabei Nanopartikel verwendet.  
Um mögliche unspezifische Effekte der Transfektionsreagenzien und/oder 
Oligonukleotide antizipieren zu können, wurden zunächst in vitro Versuche mit 
nonsense-Sequenzen durchgeführt. Insbesondere die Beeinflussung 
immunologischer Parameter wurde untersucht. Als Parameter dienten bspw. die 
Proliferations-Fähigkeit stimulierter Immunzellen sowie die Zytokin-Expression. 
Im Anschluss erfolgte dann die Untersuchung der spezifischen, sequenzabhängig 
veränderten Zielgen-Expression. 
Testung immunologischer Parameter mittels nicht-funktioneller Oligonukleotide 
Als Zeichen der immunologischen Aktivierung wurde zunächst ein möglicher Einfluss 
der Transfektionsreagenzien auf die Proliferation stimulierter PBMCs analysiert. Es 
wurde der Lymphozytentransformationstest (LTT) und im Anschluss ein BrdU-Test zur 
Unterscheidung der Zellzyklusphasen eingesetzt. 
Der Effekt der Transfektion auf die Proliferation der Zellen wurde an humanen PBMCs 
und nicht-adhärenten PBMCs (naPBMC) mit verschiedenen Transfektionsreagenzien 
getestet (Abbildung 11). Da naPBMCs keine Monozyten beinhalten, sollte mit dieser 
Population der Einfluss mehrheitlich auf die Lymphozyten untersucht werden. Die 
Proliferation war signifikant erhöht in PBMCs, welche mit nonsense AON und 
liposomalem Ibafect transfiziert wurden (p = 0,001). Im Vergleich zeigte die 
Transfektion mit dem polykationischen Polymer PEI ohne magnetische Eisenpartikel 
für AON keine signifikant veränderte Proliferation (Abbildung 11A). Eine reduzierte 
Proliferation zeigte sich dafür bei der PEI-vermittelten Transfektion von nonsense 
siRNA in PBMCs und von AON oder siRNA in naPBMCs (Abbildung 11C und 11D). 
Die Magnetpartikel wurden dabei zur Erhöhung der Transfektionseffizienz eingesetzt. 
Die Kombination von Magnetpartikeln mit jeweils beiden Transfektionsreagenzien 
führte zu einer signifikanten Proliferationsabnahme gegenüber der Kontrolle in allen 
getesteten Zellen und Oligonukleotid-Varianten, mit Ausnahme der Ibafect-
vermittelten siRNA-Transfektion (Abbildung 11A-D). Die Proliferationsabnahme 
variierte zwischen 39,9% und 85,5% im Vergleich zur untransfizierten Kontrolle, wobei 
die Kombination mit dem größten Effekt siRNA und PEI/magnetische Eisenpartikel 
(FluidMag) (p = 2,5 x 10-4; Abbildung 11D) darstellte (Przybylski et al. 2017). 
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Abbildung 11: Effekt der Transfektion auf die Proliferation von humanen Immunzellen. PBMCs oder nicht-
adhärente PBMCs (na-PBMCs) wurden mit FAM-markierten nonsense AON (A, C) oder Alexa-647 markierter 
nonsense siRNA (B, D) mit PEI oder Ibafect +/- magnetische Eisenpartikel (PEI +/- FluidMag; Ibafect +/- MA 
Enhancer) transfiziert. Die Kontrollen sind untransfiziert. Die Zellen wurden 24h nach Transfektion mit PHA 
stimuliert und 16-18h nach Stimulation mittels LTT die Proliferation bestimmt. Ermittelt wurde die Proliferation 
als Zellzahl pro Minute (cell count per minute [CCPM]) und als Mittelwert ± SE (n PBMC Spender = 4). Signifikanzen 
wurden mittels t-Test analysiert und als * p <0,05 innerhalb den Gruppen (+/- Eisenpartikel), bzw. # p < 0,05 im 
Vergleich zur Kontrolle dargestellt. 
Neben dem Lymphozytentransformationstest, welcher einen inhibitorischen Effekt der 
Oligonukleotide auf die Proliferation von Immunzellen aufwies, wurde ein BrdU-Test 
durchgeführt, um eine mögliche Korrelation des inhibitorischen Effektes auf 
Veränderungen im Zellzyklus zu untersuchen (siehe Abbildung 12). Neben dem 
Immunzellgemisch der PBMCs wurde zusätzlich die T-Zelllinie Jurkat untersucht, um 
den Effekt auf reine T-Zellen, welche an der Entwicklung der GvHD beteiligt sind, zu 
beobachten. Hier zeigte sich eine Erhöhung von G0/G1 Zellen (Arrestphase) bei 
magnetpartikelassoziierter PEI-Transfektion von AON, während die Mitosephase 
(G2+M) in PBMCs und Jurkat Zellen innerhalb von 24h signifikant reduziert waren 
(Abbildung 12A/12C). Dieser Effekt war bei den Jurkat Zellen bis zum Tag 2 und bei 
den PBMCs bis zum Tag 6 zu beobachten. An Tag 3 wurde eine signifikante Erhöhung 
des Anteils der arretierten Zellen in den mit PEI und magnetischen Eisenpartikel 
transfizierten Proben im Vergleich zu nur mit PEI transfizierten Proben detektiert. Im 
Gegensatz dazu zeigten die Zellzyklusstadien kaum Unterschiede zwischen PBMCs 
und Jurkat-Zellen mit oder ohne Magnetpartikel-Behandlung bei Transfektion mit 
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Ibafect (Abbildung 12B/12D). Die Messung der veränderten Zellzyklusphasen nach 
Anwendung von PEI/FluidMag-Transfektion korrelierten dabei mit den Aussagen der 
LTT-Messungen, welche auf eine Hemmung der Proliferation hinwiesen (Abbildung 
11A-D). Bei der Transfektion mit Ibafect zeigte sich kein signifikanter Zellzyklus-Arrest, 
trotz im LTT nachgewiesener Proliferationshemmung (Przybylski et al. 2017). 
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Abbildung 12: Zellzyklus Analyse von Nanopartikel-transfizierten Lymphozyten. Die Zellen wurden mit nonsense 
FAM-AON durch polykationische Partikel mit oder ohne magnetische Partikel (A, C: PEI +/- FluidMag; n Jurkat = 2 ± 
SD und n PBMCs = 1) oder liposomale Partikel (B, D: Ibafect +/- MA Enhancer); n Jurkat = 2 ± SD und n PBMCs = 1) 
transfiziert. Die Zellen wurden 24h nach Transfektion dauerhaft mit PHA bis zum Tag 6 stimuliert. Zur Ermittlung 
der prozentualen Zellzahl je Zellzyklusstadium wurde das APC BrDU Flow Kit (BD Bioscience) verwendet und an 
den Tagen 1, 2, 3 und 6 nach der Transfektion am Durchflusszytometer gemessen. Als Kontrolle wurden 
untransfizierte Zellen verwendet.  
Eine Beeinflussung der Transfektion mittels Nanopartikel konnte ebenfalls auf mRNA 
Ebene festgestellt werden. Dazu wurden die Gene Ki67, ein allgemeiner 
Proliferationsmarker, und IL2, ein T-Zell-spezifischer Proliferationsmarker, auf ihre 
Expression hin untersucht. Interessanterweise war die IL2 Expression bei PEI-
Transfektion ohne Magnetpartikel im Vergleich zur Kontrolle erhöht (p = 0,003), 
währenddessen die LTT Ergebnisse keinen stimulierenden Effekt auf die Proliferation 
zeigten (Abbildung 13 vs. Abbildung 11A). Es wurden keine signifikanten 
Veränderungen der Ki67 und IL2 Expression gegenüber der untransfizierten Kontrolle 
mittels Ibafect-Transfektion gemessen. 
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Abbildung 13: Expression von Proliferationsgenen in AON-transfizierten PBMCs. PBMCs wurden mit AON mit (+) 
oder ohne magnetische Eisenpartikel (-) transfiziert, indem PEI (+/- FluidMag) und Ibafect (+/- MA Enhancer) für 
24h appliziert wurde, gefolgt von einer andauernden PHA Stimulation (0,05 mg/ml) für 72h. Die qPCR Messungen 
der Ki67 (links) und IL2 (rechts) mRNA Expression erfolgte pro Donor in vierfacher Ausführung (nPBMC Spender = 4). 
Als Kontrolle wurden untransfizierte Zellen genutzt. Gezeigt ist die relative Expression und die Daten wurden zur 
Housekeeping Rplp0 mRNA Expression normalisiert. Fold changes (Fc) wurden nach der ΔΔCt Methode berechnet 
und als Mittelwert ± SE dargestellt. Signifikanzen (*p < 0,05; zwischen den Gruppen) wurden mittels t-Test 
berechnet.   
Ein Rückgang der Proliferationsmarker KI67 und Il2 konnte insbesondere bei der 
Transfektion mittels PEI und Magnetpartikeln beobachtet werden (Abb.13, pKI67 = 0,01; 
pIL2 = 0,0019).  
Generell konnte ein Proliferations-inhibierender Effekt bei Nutzung von 
Magnetpartikeln festgestellt werden. Dies war unabhängig vom verwendeten 
Transfektionsmittel. Demgegenüber wurden abweichende Effekte bei Nutzung der 
liposomalen oder polykationischen Nanopartikel ohne Magnetpartikel aufgenommen. 
Liposomales Ibafect stimuliert die Proliferation, während polykationisches PEI eher 
inhibierte; dies war aber auch von den verwendeten Oligonukleotiden abhängig. 
Um den Effekt des Transfektionsmittels von der Wirkung zukünftig funktioneller ONs 
zu trennen, ist es daher essentiell, entsprechende Kontrollen mitzuführen, um diesen 
Einfluss abschätzen zu können. Die Transfektion der gewünschten AONs im Rahmen 
der murinen Tierversuche erfolgte unter Verwendung des polykationischen PEI, da in 
einem Vorversuch die Nutzung von Ibafect sich als weniger effizient herausgestellt 
hatte (Marschner, 2016). Magnetpartikel wurde zunächst nicht angewendet, da eine 
sichere Applikation in vivo noch ungeklärt ist (Stroh et al. 2009).  
 
Testung immunologischer Parameter durch spezifische murine Oligonukleotide 
Die vormals getesteten Oligonukleotide wurden im Rahmen dieser Arbeit erneut 
validiert.  
Die Sequenz-abhängige, spezifische, funktionelle Wirkung von AONs (2‘-O-methyl-
PTO) oder siRNA, wurde nachfolgend untersucht. Zunächst wurden jeweils drei 
Oligonukleotide mit verschiedenen Sequenzen pro Zielgen, gerichtet gegen die 
murinen Gene CD4 und CD28, einzeln und in Kombination in murine Milzzellen 
(Stamm C57BL/6) transfiziert. Die Bezeichnung „mu“ kennzeichnet dabei murin und 
die verschiedenen Sequenzen sind mit 1,2 und 3 beschrieben. Die Milzzellen wurden 
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zunächst mit ConA stimuliert zur Aktivierung von T-Zellen und die Transfektion erfolgte 
durch Ibafect + MA Enhancer (Magnetpartikel).  
Abbildung 14 zeigt die Zielgen-Expression unterteilt in Gesamtexpression und Splicing 
bzw. exon skipping des angestrebten Ziel-Exons der Gene. Dafür wurden spezifische 
Exon-überspannende Primer verwendet. Für das Gen CD4 soll das Ziel-Exon 8, 
welches die Transmembrandomäne enthält, entfernt werden. Dafür wurden für den 
sogenannten Splice-Assay Primer gewählt, welche im Bereich von Exon 8 → Exon 10 
liegen. Im Gesamtexpressions-Assay wird die Gesamtexpression des Zielgens 
gemessen (Exon 6 → Exon 7). Für das zweite Zielgen CD28 soll das Ziel-Exon 3 
entfernt werden, hierfür wurden Primer für den Splice-Assay im Bereich Exon 3 → 
Exon 4 gewählt. Der Gesamtexpressions-Assay für CD28 liegt im Bereich Exon 1 → 
Exon 2 und misst die Gesamtexpression des Zielgens. Mittels den verwendeten 
Splice-Assays kann überprüft werden, ob das Zielexon vermindert exprimiert wird und 
somit ein exon skipping durch die AONs ausgelöst wurde. Neben der als Rezeptor 
agierenden Isoform des Gens kann die gebildete lösliche Isoform des Rezeptors die 
Blockade der T-Zell-Aktivierung unterstützen. 
In murinen Milzzellen wurde ein Splicing-Effekt im Zielgen CD28 für die AONs a-
CD28mu3 (p = 0,00059) und die Kombination a-CD4mu2 + a-CD28mu1 (p = 0,02) 
nachgewiesen. Weiterhin wiesen alle eingesetzten CD4-AON Sequenzen, außer 
Sequenz 1, inklusive der Kombination eine signifikante Erniedrigung der CD4 Gesamt-
mRNA-Expression im Vergleich zur nonsense AON transfizierten Kontrolle auf (Abb. 
14A/B, pa-CD4mu2 = 0,013; pa-CD4mu3 = 0,013; pa-CD4mu2 + a-CD28mu1 = 0,027). Eine 
signifikante Herabregulierung der CD28 Gesamtexpression (Abb. 14C/D) wurde bei 
einer CD28-AON Sequenz und erneut bei der Kombination detektiert (pa-CD28mu3 = 
0,00004; pa-CD4mu2 + a-CD28mu1 = 0,02).   
Die Oligonukleotide a-CD4mu2, a-CD28mu1 und a-CD4mu2 + a-CD28mu1 (Abb. 
14/15 A, C), welche in den Tierversuchen eingesetzt wurden, sind in den Abbildungen 
getrennt von den nicht weiter verwendeten AONs dargestellt. 
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Abbildung 14: Analyse der Zielgen-Expression von funktionellen murinen AONs. Murine Milzzellen wurden mit 
ConA (0,5 mg/ml) am Tag 0 stimuliert und die AONs mittels Ibafect + MA Enhancer transfiziert. Pro Zielgen wurden 
drei Sequenz-verschiedene AONs verwendet, einzeln und in einer Kombination (A, B) a-CD4 und (C, D) a-CD28-
Varianten sowie einer Kombination (a-CD4mu2 + a-CD28mu1). Als Kontrollen dienten nonsense AON-Ibafect-
Komplexe und untransfizierte Zellen (ohne AON). Nach 2 Tagen wurden die Zellen geerntet und auf ihre Zielgen-
Expression und einen Splicing-Effekt mittels qPCR hin untersucht. Diese wurde zusätzlich in Gesamtexpression und 
Splicing der jeweiligen Zielgene dargestellt. Gezeigt ist die relative Expression und die Daten wurden zur 
Housekeeping B2M mRNA Expression normalisiert. Fold changes (Fc) wurden nach der ΔCt Methode berechnet 
und als Mittelwert ± SD dargestellt. Signifikanzen (*p < 0,05; im Vergleich zur nonsense AON-Ibafect Kontrolle; n 
= 1 in 4 technischen Replikaten) wurden mittels t-Test berechnet. 
Weiterhin wurde ein Einfluss auf GvHD-relevante Entzündungsmarker untersucht. In 
Abbildung 15 ist die veränderte Expression der mRNA pro-inflammatorischer Zytokine 
IFNγ und TNFα, detektiert mittels quantitativer real-time PCR, dargestellt.  Berechnet 
wurde dabei der ΔCt Wert, die Behandlungsgruppen wurden gegenüber der nonsense 
AON-Ibafect-Kontrolle verglichen. Einen signifikanten anti-inflammatorischen Effekt 
wiesen die Varianten a-CD28mu1 (p = 0,003), a-CD4mu2 (p = 7,7 x 10-6) und die 
Kombination aus beiden (a-CD4mu2 + a-CD28mu1, p = 3,1 x 10-5) gegenüber TNFα 
auf. Zusätzlich konnte ein signifikanter reduzierender Effekt derselben Varianten a-
CD28mu1 (p = 0,001), a-CD4mu2 (p = 1,9 x 10-5) und der Kombination (a-CD4mu2 + 
a-CD28mu1, p = 6,5 x 10-5) bei Messung von IFNγ mRNA nachgewiesen werden. 
Zusätzlich zeigte die Variante a-CD4mu3 eine signifikante Herabregulierung von IFNγ, 
wenn auch in deutlich geringerem Ausmaß (p = 0,01).  
Eine Messung weiterer pro-inflammatorischer Zytokine wie IL2, IL4 und IL6 zeigte im 
gewählten Messfenster keine Veränderung in der mRNA Expression (Anhang, 
Abbildung 47). 
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Abbildung 15: Expression von proinflammatorischen Zytokingenen in AON-transfizierten murinen Milzzellen. Die 
Milzzellen wurden für 24h mit ConA (0,5 mg/ml) stimuliert, anschließend erfolgte die Transfektion der AONs 
mittels Ibafect + MA Enhancer für 48h. Pro Zielgen wurden drei Sequenz-verschiedene AONs verwendet, einzeln 
und in einer Kombination. Als Kontrollen dienten nonsense AON-Ibafect-Komplexe und untransfizierte Zellen 
(ohne AON). Die qPCR Messungen der IFNγ (A, B) und TNFα (C, D) mRNA Expression erfolgte in vierfacher 
Ausführung (technische Replikate). Gezeigt ist die relative Expression und die Daten wurden zur Housekeeping 
B2M mRNA Expression normalisiert. Fold changes (Fc) wurden nach der ΔCt Methode berechnet und als 
Mittelwert ± SD dargestellt. Signifikanzen (*p < 0,05; im Vergleich zur nonsense AON-Ibafect Kontrolle; n = 1 in 4 
technischen Replikaten) wurden mittels t-Test berechnet. 
Neben den Milzzellen wurde das Experiment zusätzlich mit der murinen T-Zelllinie 
RLD1 durchgeführt, um den Splicing-Effekt auf reine T-Zellen zu untersuchen 
(Abb.16).  
Entgegen der Erwartungen ergab sich für keines der getesteten Oligonukleotide ein 
signifikanter Einfluss auf das Splicing der jeweiligen Zielgene im Vergleich zur 
nonsense-AON Kontrolle. Jedoch konnte für das Oligonukleotid a-CD28mu1 ein Trend 
zur spezifischen Reduktion des Ziel-Exons im Vergleich zum restlichen Transkript 
detektiert werden. Für die Kombination aus a-CD28mu1 und a-CD4mu2 war denn 
auch ein signifikanter Effekt in Hinblick auf das Splicing von Zielexon 3 für CD28 zu 
beobachten (p = 0,005).  
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Abbildung 16: Analyse des Splicing-Effektes der Zielgen-Expression von funktionellen murinen AONs. Die murine 
T-Zelllinie RLD1 wurde mit ConA (0,5 mg/ml) am Tag 0 stimuliert und anschließend die verschiedenen (A) a-CD4- 
und (B, C) a-CD28-Oligonukleotidvarianten inklusive einer Kombination (a-CD4mu2 + a-CD28mu1) mittels Ibafect 
+ MA Enhancer transfiziert. Nach 2 Tagen wurden die Zellen geerntet und auf einen Splicing-Effekt mittels qPCR 
hin untersucht. Gezeigt ist die relative Expression und die Daten wurden zur Housekeeping B2M mRNA Expression 
normalisiert. Fold changes (Fc) wurden nach der ΔCt Methode berechnet und als Mittelwert ± SD dargestellt. 
Signifikanzen (*p < 0,05; im Vergleich zur nonsense AON-Ibafect Kontrolle; n = 1 in 4 technischen Replikaten) 
wurden mittels t-Test berechnet.   
In vorangegangenen Experimenten der Arbeitsgruppe wurden diese CD4 und CD28 
AON Varianten des Weiteren hinsichtlich der Beeinflussung der 
Oberflächenproteinexpression durchflusszytometrisch untersucht. Es wurden die 
CD4+ und CD28+ Populationen im Vergleich mit und ohne Transfektion der 
entsprechend funktionellen ON untersucht. Die CD4mu2-AON Variante wies bei 
diesem Experiment die höchste Verminderung von CD4+ -Zellen (50%) im Vergleich 
zur untransfizierten Kontrolle auf. Den stärksten Effekt mit 9% Verminderung der 
CD28+ -Zellen wurde bei der CD28mu1-AON Variante gemessen (Marschner, 2016). 
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Die in vitro Ergebnisse zeigten die stärkste funktionelle Wirkung in Bezug auf die 
Inhibierung von pro-inflammatorischen Zytokinen und Zielgenexpression für die 
Varianten a-CD4mu2 und a-CD28mu1, sowie die Kombination aus beiden. Diese 
vielversprechenden AONs wurden nachfolgend in vivo im murinen allogenen Modell 
der GvHD auf ihre Wirkung hin untersucht. 
Testung immunologischer Parameter durch spezifische humane Oligonukleotide 
Die funktionelle Wirkung von einer humanen CD4-AON und CD4-siRNA Varianten 
wurde ebenfalls in vitro auf mRNA- und Proteinebene untersucht. Beide ONs zeigten 
eine signifikante Herabregulierung der CD4 Gesamt-mRNA im Vergleich zur 
untransfizierten Kontrolle (pCD4 AON = 0,04; pCD4 siRNA = 0,001) (Abbildung 17). 
Zusätzlich konnte für das eingesetzte AON ein signifikanter Splicing-Effekt des CD4 
Zielgens detektiert werden (pCD4 AON = 0,01). Eine Messung pro-inflammatorischer 
Zytokine wie IL2, IL4 und IL6 wies keine Verminderung auf. Für die Zytokine IFNγ und 
TNFα konnten keine Werte ermittelt werden (Anhang, Abbildung 48). 
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Abbildung 17: Analyse der Zielgen-Expression von funktionellem humanen AON und siRNA. Dargestellt ist der 
Vergleich zur stimulierten, untransfizierten Kontrolle (ΔCt). PBMCs wurden mit PHA (50 µg/ml) am Tag 0 stimuliert 
und anschließend die verschiedenen ONs mittels PEI transfiziert. Nach 2 Tagen wurden die Zellen geerntet und 
auf ihre Zielgen-Expression mittels qPCR hin untersucht. Diese wurde zusätzlich unterschieden in 
Gesamtexpression und Splicing der jeweiligen Zielgene und als Mittelwert ± SD dargestellt. Signifikanzen (*p < 
0,05 im Vergleich zur untransfizierten Kontrolle; n = 2, 4 technische Replikate) wurden anhand eines t-Tests 
berechnet. 
Zusätzlich wurde die Oberflächenexpression der Zielproteine auf T-Zellen 
durchflusszytometrisch untersucht. Die Menge an CD4+-Zellen wurde, nach einer 
Färbung mit einem humanen CD4 Antikörper, anhand des Oberflächenproteins 
quantitativ bestimmt. Die ON Varianten wurden mittels Ibafect + MA Enhancer, nach 
vorangegangener Antikörper-Stimulation, transfiziert und bezüglich der CD4+-Zellen 
im Vergleich zur untransfizierten Kontrolle in Abbildung 18 dargestellt. Bei dem 
eingesetzten humanen CD4-AON wurde ein erhöhter Anteil der CD4+ Zellpopulation 
gemessen. Dies widerspricht auf den ersten Blick der zuvor gemessenen verringerten 
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Gesamt-CD4 mRNA, jedoch handelt es sich möglicherweise um eine Gegenregulation 
der Zellen nach induziertem exon skipping. Für die humane CD4 siRNA wurde 
insgesamt ein Trend zu einem verringerten Anteil an CD4+ Zellen (15,8%; p = 0,08) im 
Vergleich zur Kontrolle gemessen. 
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Abbildung 18: Durchflusszytometrische Messung des CD4+ Oberflächenproteins in transfizierten PBMCs. PBMCs 
wurden zunächst mit einem a-CD3/a-CD28 Antikörper Mix stimuliert (1 bzw 0,4 µg/ml) für 24h und anschließend 
mittels Ibafect + MA Enhancer die funktionellen ONs transfiziert. Nach 48h wurden die Proben auf CD4+ -Zellen 
gemessen und mit einem humanen a-CD4 Antikörper gefärbt. Die Daten sind im Vergleich zur untransfizierten 
Kontrolle als Mittelwert ± SD dargestellt (n = 2, 4 technische Replikate; Signifikanzen wurden mittels t-Test 
berechnet). 
Ein Runterregulation wurde für die CD4 mRNA sowohl für das eingesetzte AON als 
auch siRNA mit humaner Sequenz festgestellt. Zusätzlich ergab sich ein Trend in der 
Reduzierung der CD4 Oberflächenproteine für die eingesetzte siRNA. 
Die getesteten AON und siRNA-Varianten wurden nachfolgend in vivo im 
teilhumanisierten Modell der GvHD auf ihre Wirkung hin untersucht. 
 
3.2  Anwendung funktioneller Oligonukleotide in vivo  
 
Nach Funktionsanalyse der gewählten Oligonukleotide auf die Zielgen- und Zytokin-
Expression und Proliferation im in vitro-Modell, wurden die AONs in verschiedenen 
GvHD-Mausmodellen getestet. Die immunologische Abwehrreaktion wurde dabei in 
einem murinen allogenen (murine Oligonukleotide) und einem huCD4-transgenen 
(Oligonukleotide gegen humanes CD4 gerichtet) Tiermodell untersucht. Zusätzlich 
wurde die Art der Applikation der funktionellen Oligonukleotide variiert. Neben der ex 
vivo Applikation, Zugabe und Inkubation der Oligonukleotide in das unbehandelte 
Spendertransplantat, erfolgte auch in ersten Versuchen die direkte in vivo Applikation 
der Oligonukleotide über i.v. oder i.p. Injektion(en).  
 
 
 50 
 
3.2.1 Indirekte ex vivo Applikation  
Bei der ex vivo Behandlung mit ONs im GvHD Modell handelt es sich um einen 
präventiven Ansatz. Hier soll durch die Inkubation der Spenderzellen mit den ONs vor 
der Transplantation ein Entstehen der GvHD verhindert werden.  
 
Allogenes Modell 
 
Gewichts- und Überlebensanalyse im ex vivo Versuch 
Die Mäuse wurden in Kontroll- und Behandlungsgruppen unterteilt, wobei darauf 
geachtet wurde, dass bei der Zuordnung der Tiere in die Gruppen keine signifikant 
abweichenden Gewichtsunterschiede auftraten. Der stärkste Gewichtsverlust trat wie 
erwartet bei allen Tieren an den Tagen 6 bis 7 nach der Bestrahlung auf. Dieser betrug 
bis zu 30% und ist auf die letale Bestrahlung von 0,4 Gy/g Körpergewicht, 8 Gy max. 
je Tier, zurückzuführen (Fricke et al. 2014). Nach den ersten Experimenten erfolgte 
eine Änderungsanzeige an die Behörde um den erhöhten Gewichtsverlust von >25% 
direkt nach der Bestrahlung genehmigen zu lassen. Die genehmigte Anzeige galt für 
alle nachfolgenden Experimente. Die nicht-transplantierte Kontrollgruppe (NaCl) 
verstarb erwartungsgemäß um den 10. oder 11. Tag. 
Aufgrund des Einsetzens der Hämatopoese setzte die Gewichtszunahme ab Tag 8 bis 
9 wieder ein. Ab ca. der dritten Versuchswoche kam es zum Auftreten der GvHD, also 
der Aktivierung der dann angewachsenen (engraftment) Immunzellen des Spenders 
gegenüber dem Gewebe des Empfängertieres. Ein erneuter Einfall des Gewichtes ab 
der dritten Woche (Tag 25) ist ein Anzeichen dieses Verlaufes (siehe Abbildung 19). 
Auch der klinische GvHD-Score folgt diesem Verlauf (Anhang, Abbildung 49). 
Entsprechend den Tierversuchsrichtlinien wurden Tiere, welche mehr als 24h einen 
Gewichtsverlust von über 25% und/oder einen klinischen Score von mehr als 6 
aufwiesen, artgerecht erlöst. Dies war in der nicht-transplantierten Gruppe spätestens 
an Tag 11 der Fall, in der GvHD-Kontrollgruppe ohne weitere Behandlung nach 21 bis 
maximal 30 Tagen. In der unspezifischen Kontrollgruppe, welche das 
Transfektionsagenz PEI gekoppelt an unspezifisches AON erhielt, verstarb die große 
Mehrheit der Tiere bis Tag 30. Lediglich ein einzelnes Tier überlebte den Versuch, 
mutmaßlich, da keine GvHD induziert werden konnte. Dies bestätigte sich zusätzlich 
durch die Gewichts- und Score Analysen. Das Tier wurde daher in den weiteren 
Auswertungen ausgeschlossen.  
Sowohl in der a-CD4, als auch in der Kombinationsgruppe a-CD4 + a-CD28, 
überlebten mehrere Versuchstiere bis zum Ablauf der Versuchszeit. Im Fall der 
Kombinationsgruppe geschah dies außerdem mit einem erheblich geringeren basalen 
Gewichtsverlustniveau, ein Anzeichen geringerer systemischer entzündlicher Aktivität. 
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Abbildung 19: Übersicht des Gewichtsverlustes der ex vivo-Gruppen im Verlauf der Tierversuche. Angegeben ist 
die Differenz zum Ausgangsgewicht in % als Mittelwert ± SD. Die Kontrollgruppen sind in gestrichelter Form und 
die Behandlungsgruppen in durchgezogener Linienform dargestellt. 
Dies wird im Folgenden auch durch Darstellung der Kaplan-Meier-Kurven in Abbildung 
20 demonstriert. Die Tiere der Bestrahlungskontrolle, welche bestrahlt und 
anschließend nur mit 0,9 %-iger sterilen Kochsalzlösung injiziert wurden, mussten am 
9. bzw. am 11. Tag nach der Bestrahlung euthanisiert werden. Die nur mit 
unbehandelten Donorzellen applizierte GvHD-Kontrolle zeigte ab Tag 10 zwar eine 
Stabilisierung der Gewichtsabnahme, allerdings führte das Entwickeln der GvHD ab 
dem 12. Tag zu einer erneuten Verschlechterung des Allgemeinzustandes der Tiere, 
bis zu einem durchschnittlichen Überleben von 23 Tagen. Im Gegensatz zu den Tieren 
der GvHD-Kontrolle zeigten die Mäuse der PEI-nonsense-AON-Kontrollgruppe, also 
behandelt mit dem Transfektionsagenz und einem unspezifischen AON, ein signifikant 
längeres Überleben von durchschnittlich 27 Tagen.  
Es zeigte sich wie erwähnt ein signifikant längeres Überleben der mit beiden AONs a-
CD4 und a-CD28 in Kombination behandelten Gruppe sowohl gegenüber der GvHD-
Kontrolle (p* < 0,001) als auch gegenüber der PEI-nonsense-AON-Kontrolle (p# = 
0,003). Es überlebten in dieser Gruppe 50% der Tiere im Vergleich zu 0% bzw. 10% 
der beiden Kontrollgruppen, respektive. Ein signifikantes Überleben gegenüber der 
GvHD-Kontrolle zeigten auch die mit a-CD4-AON behandelten Tiere (p = 0,034), sowie 
die mit a-CD28-AON behandelten Mäuse (p = 0,001). Gegenüber der PEI-nonsense-
AON-Kontrolle wiesen die Gruppen kein signifikantes Überleben auf (p a-CD4 = 0,777; 
p a-CD28 = 0,202). 
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Abbildung 20: Kumulatives Überleben der ex vivo behandelten Tiere in einer Kaplan-Maier-Kurve. Die 
gestrichelten Linien zeigen die Kontrollgruppen und die durchgezogenen Linien die behandelten Gruppen. 
Signifikantes Überleben gegenüber der GvHD-Kontrolle (GvHD-Ko) ist mit einem Sternchen, währenddessen 
signifikantes Überleben in Bezug zur PEI-nonsense-AON-Kontrolle (PEI-Ko) mit einer Raute markiert ist. 
Signifikanzen wurden mittels des Log-rank-Testes berechnet (* gegenüber GvHD-Kontrolle, # gegenüber PEI-
nonsense AON-Kontrolle) 
Untersuchung des Differentialblutbildes im ex vivo Versuch 
An den Tagen -2, 5, 14, 28, 40 und am Finaltag 56 wurde den Versuchstieren 
retrobulbär Blut entnommen, von welchem ein Differentialblutbild angefertigt wurde. 
Der Ausgangswert der Leukozyten vor der Transplantation der Spenderzellen betrug 
im Durchschnitt 8,52 x 103/mm3 ± 1,57 (siehe Abbildung 21). Nach der Bestrahlung 
zeigten alle Gruppen einen starken Abfall an Tag 5 auf bis zu 0,56 ± 0,15 – 1,86 ± 1,97 
x 103/mm3 der Leukozyten, insbesondere der nicht-transplantierten Gruppe, welche 
kurz darauf verstarb. An Tag 14 ist wie erwartet eine leichte Regeneration der 
Zellpopulation erkennbar, aufgrund der einsetzenden Hämatopoese, wobei zwischen 
den Gruppen bis Tag 28 kein signifikanter Unterschied aufgetreten ist. Jedoch 
mussten in den Kontrollgruppen (GvHD-Ko, PEI-Ko) aufgrund des schlechten 
klinischen Zustands der Tiere ein hoher Anteil euthanasiert werden. In der dritten 
Woche nach der Transplantation setzte die GvHD-Entwicklung ein und die 
Leukozytenanzahl sank erneut. Das einzig überlebende Tier der PEI-Kontrolle wies an 
Tag 40 eine signifikant geringere Anzahl der Leukozyten im Vergleich zu den Tieren 
der Behandlungsgruppen auf. Im Rahmen des Experimentes fand allerdings bis zum 
Finaltag 56 keine absolute Erholung auf das Ausgangsniveau statt. Die 
Behandlungsgruppe a-CD28 wies, verglichen mit den beiden anderen 
Behandlungsgruppen, den höchsten Anstieg an Leukozyten auf (6,4 x 103/mm3), 
währenddessen die Kombinationsgruppe erneut einen leichten Abfall an Tag 56 zeigte. 
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Eine Auswertung der einzelnen Immunzellsubpopulationen wie Lymphozyten, 
Granulozyten und Monozyten zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen den 
einzelnen Messungen in den verschiedenen Gruppen (Anhang Abbildungen 50 - 52). 
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Abbildung 21: Leukozytenanzahl der ex vivo behandelten Tiere gemessen in 103/mm3. Die Werte (Mittelwert ± 
SD) wurden anhand eines Differentialblutbilds ermittelt und direkt nach der retrobulbären Blutentnahme am Tag 
5, 14, 28, 40 und am Finaltag 56 gemessen. Tag -2 stellt die Messung von unbehandelten Tieren vor 
Versuchsbeginn dar. n ist die Anzahl der Tiere je Versuchsgruppe. 
Durchflusszytometrische Analyse - Ermittlung der CD4+/CD8+ Ratio im ex vivo 
GvHD-Modell 
Mittels Durchflusszytometrie wurden Immunzellen in der Milz und im Blut unter 
Verwendung einer Reihe von Antikörpern spezifisch gegen die (murinen) 
immunologisch relevanten Oberflächenmarker CD4+, CD8+, CD3+ und CD19+ 
untersucht. H2Kb+ diente als Nachweis Donor-spezifischer Zellen. Murines CD3 diente 
als Marker für die gesamten T-Zellen. Die Trennung zwischen T-Helfer- und 
zytotoxischen T-Zellen konnte anhand der CD4- und CD8-spezifischen Antikörper 
realisiert werden. Die Markierung von B-Zellen fand über murines CD19 statt. Zur 
Überprüfung des zu erwartenden Chimerismus, also des Anwachsens des 
Transplantates, wurden Zellen vermessen, die Spender-spezifisches HLA-DR-
Molekül, eine Untereinheit des MHC I Komplexes für BALB/c Mäuse (H-2Kb), tragen. 
In Abbildung 22 ist exemplarisch ein Empfängertier vor der Transplantation und ein 
Tier der Behandlungsgruppe a-CD4-AON am Tag 28 nach der Transplantation 
dargestellt. Zu sehen ist die Gesamt-T-Zellpopulation angefärbt mit dem Spender-
spezifischen H-2Kb-MHC I Marker. Dabei konnte ein erfolgreiches Anwachsen der 
Spenderzellen beobachtet werden, welches nicht durch die Behandlung gestört wird.  
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Abbildung 22: Durchflusszytometrische Analyse des Blutes vor und nach der Transplantation. Dargestellt ist die 
Gesamt-T-Zellpopulation (CD3+) gegenüber dem Spender-spezifischen Marker MHC I (H2k). Die Probe vor der 
Transplantation (links) wies keinen Chimerismus auf, im Vergleich zur Probe eines Tieres der Behandlungsgruppe 
a-CD4-AON am Tag 28 nach der Transplantation. In dem Fenster CD3+chimerism ist eine deutliche Population der 
Spenderzellen gemessen worden. 
Darüber hinaus wurde die CD4+/CD8+-Rate bestimmt, welche TH1-Zellpopulationen 
ins Verhältnis zu TH2-Zellen setzt. Dieser Quotient wird auch in der Klinik als wichtiger 
Marker für die Entwicklung der GvHD bestimmt. Dabei gilt: je eher und stärker der 
Quotient absinkt, umso schwerer ist die GvHD- Reaktion (Gratama et al. 1984). In 
Abbildung 23 ist die CD4+/CD8+-Ratio der Kontroll- und Behandlungsgruppen 
dargestellt. An Tag 14 verschob sich der Quotient und zeigte ein Absinken der CD4+-
Zellzahl und eine Vermehrung von CD8+-Zellen in allen Gruppen. An Tag 28 sanken 
erneut die CD8+ -Zellzahlen in den Kontroll- sowie in den Behandlungsgruppen. Die 
darauffolgenden Messungen ergaben in den drei Behandlungsgruppen a-CD4-, a-
CD28- und a-CD4 + a-CD28-AON eine Normalisierung des CD4+/CD8+-Quotienten    
(> 2), wobei nahezu der Ausgangswert erreicht wurde. 
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Abbildung 23: CD4+ / CD8+ Rate der Versuchstiere des ex vivo GvHD-Versuches. Die Rate ermittelt sich aus dem 
Quotienten der CD4+ und CD8+-Zellen (%Parent als Mittelwert ± SD). Gemessen wurden die Zellpopulationen 
durchflusszytometrisch vor Versuchsbeginn (d -2) und an den Tagen 14, 28, 40 und am Finaltag 56. Das Blut wurde 
nach Zentrifugation des Serums mit Antikörpern spezifisch für Immunzell-Subpopulationen versetzt: CD3+; CD4+; 
CD8+; CD19+ und H2kb+. 
Zielgen- und Zytokinexpression des ex vivo allogenen Versuches 
Die mRNA Expression von Zielgenen und Zytokinen wurde in der Milz und im Ileum 
(Dünndarm) gemessen (Abb. 24). Die Milz wurde ausgewählt, da dieses Organ eine 
wichtige Rolle in der Immunabwehr spielt, und das Ileum, da vor allem der Darmtrakt 
durch die GvHD stark geschädigt wird. Weiterhin wurde die Gesamtexpression der 
Zielgene CD4- und CD28 bestimmt. Um die mRNA Expression zu ermitteln, wurden 
die Messungen gegen ein Housekeeping-Gen (B2M) normiert. Signifikanzen wurden 
in Bezug zur PEI-nonsense-AON-Kontrollgruppe berechnet. Durch diesen Vergleich 
wird ein eventueller unspezifischer Einfluss des Transfektionsagenz‘ berücksichtigt. 
Die Messungen zeigen Endpunktanalysen nach Euthanasie der Tiere aufgrund des 
klinisch erreichten Score.  
In der Milz konnte weder ein Splicing-Effekt für die Transmembrandomäne der T-
Zellrezeptoren noch eine Beeinflussung der Gesamtexpression für die Zielgene 
detektiert werden. Im Ileum war ein signifikanter Splicing-Effekt für CD28 in der a-CD28 
Gruppe zu beobachten (p Splice= 0,0046, Abb. 24B). Die a-CD28 Behandlungsgruppe 
und Kombinationsgruppe zeigten eine Tendenz zur Reduzierung in der 
Gesamtexpression des Zielgens CD28, während für das Zielgen CD4 sowohl in der 
Gesamtexpression als auch beim Splicing keine Beeinflussung messbar war. 
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Abbildung 24: Zielgen-Expression und Splicing-Effekt in den Organen Milz (A) und Dünndarm (B) der 
Behandlungsgruppen a-CD4, a-CD28 und a-CD4 + a-CD28-AON. Dargestellt ist die Gesamtexpression der Zielgene 
CD4 und CD28 und das Splicing der CD4 und CD28 Zielgene. Die y-Achse ist als Log10 Achse und die Werte als fold 
change (Mittelwert ± SD) dargestellt. Errechnet wurde die mRNA Expression nach der ΔCt Methode. * 
repräsentiert Signifikanzen gegenüber der PEI-nonsense-AON-Transfektionskontrolle (p < 0,05, Mann-Whitney U 
Test). 
Die Expression von Zytokinen wurde ebenfalls in den beiden Organen analysiert. Die 
Werte wurden wie bei der Zielgenexpression mit dem Housekeeping-Gen normiert und 
Signifikanzen in Bezug zur PEI-nonsense-AON- Kontrollgruppe errechnet. 
Dabei wurden die pro-inflammatorischen Interleukine 2 und 4 untersucht, welche auch 
als T-Zell-Stimulationsfaktoren bekannt sind und die Proliferation und Differenzierung 
von T-Lymphozyten anregen (Bachmann und Oxenius 2007). Als zusätzliche Marker 
für aufkommende Entzündungen wurden auch IL6 und TNFα untersucht. IL6 wirkt auf 
T-Lymphozyten anti-apoptotisch und ist auch an deren Regulation beteiligt (Jones 
2005). TNFα ist an lokalen und systemischen Entzündungen beteiligt, regt zur 
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Ausschüttung von weiteren Zytokinen an und regelt die Proliferation und 
Differenzierung von Immunzellen. Des Weiteren wurde als TH1-Zellmarker IFNγ 
analysiert. 
In der Milz wies die Expression von IFNγ und IL4 in der a-CD28 AON behandelten 
Gruppe eine signifikante Erniedrigung auf (p IFNγ = 0,0135; p IL4 = 0,035). Lediglich IFNγ 
wurde in der kombinierten AON Behandlungsgruppe (a-CD4 + a-CD28) gegenüber der 
PEI-Kontrolle signifikant reduziert (p IFNγ= 0,0015). Die Zytokine TNFα und IL6 wiesen 
demgegenüber lediglich eine Tendenz zur signifikanten Reduzierung auf (s. Abbildung 
25A). Im Dünndarm konnte eine signifikant erniedrigte mRNA Expression der Zytokine 
IFNγ, IL2 und IL6 in der mit a-CD28 AON behandelten Gruppe nachgewiesen werden 
(p IFNγ= 0,0318; p IL2= 0,013; p IL6= 0,0041). Analog zu den aus der Milz gewonnenen 
Daten wurde eine signifikante Reduzierung von IFNγ in der Kombinationsgruppe (a-
CD4 + a-CD28) beobachtet (p IFNγ= 0,0364). Zusätzlich wies IL6 eine signifikante 
Reduzierung in der Kombinationsgruppe auf (p IL6= 0,0138, s. Abbildung 25B). IL4 
konnte im Darm in allen Behandlungsgruppen nicht detektiert werden. 
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Abbildung 25: Zytokinexpression in den untersuchten Organen Milz (A) und Ileum (B) der Behandlungsgruppen a-
CD4, a-CD28 und a-CD4 + a-CD28-AON. Gemessen wurden IFNγ, IL2, TNFα, IL6 und IL4. Im Ileum konnte keine 
Expression von IL4 detektiert werden. Die y-Achse ist als Log10 Achse und die Werte als fold change (Mittelwert 
± SD) dargestellt. Errechnet wurde die mRNA Expression nach der ΔCt Methode. * repräsentiert Signifikanzen 
gegenüber der PEI-nonsense-AON-Transfektionskontrolle (p < 0,05, Mann-Whitney U Test). 
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Histologie 
Zur histologischen Analyse wurden von der GvHD am stärksten betroffenen Organe, 
Haut und Dickdarm (Colon), ausgewählt und mittels einer HE-Färbung nach Mayer 
angefärbt. Die Struktur des Gewebes eines GvHD-kranken Tieres ist dabei 
exemplarisch im Vergleich zu einem Tier einer Behandlungsgruppe dargestellt. Die 
angewandte HE-Färbung zeigt dabei verschiedene Gewebestrukturen anhand zweier 
Einzelfärbungen auf. Saure bzw. basophile Strukturen, wie DNA und raues 
endoplasmatisches Retikulum, werden durch das Hämatoxylin bläulich-violett gefärbt, 
wohingegen azidophile bzw. basische Strukturen z.B. Mitochondrien, Zellplasma und 
Bindegewebe mittels Eosin rötlich angefärbt werden. 
In Abbildung 26 sind beispielhaft für den Dickdarm ein krankes Tier der GvHD-
Kontrolle (A) und ein gesundes Tier ohne GvHD (B) mit je einem Tier der a-CD4 (C) 
und a-CD28 (D) behandelten Gruppe in einer 10- bzw. 20-fachen Vergrößerung 
verglichen. Der Vergleich erfolgte nach Lerner et al., welcher eine spezifische 
Einteilung der GvHD-Symptome erstellte (Lerner et al. 1974). 
Das kranke Tier (A) zeigte eine schwerwiegende Verdünnung und Nekrosen der 
Darmwand (*), sowie einen Verlust der Krypten. In der gesunden Maus (B) waren eine 
starkmuskuläre und dicke Darmwand, ebenso intakte Krypten und Becherzellen zu 
erkennen. Die Tiere in den a-CD4 und a-CD28 Behandlungsgruppen wiesen in diesem 
Fall, ähnlich der gesunden Maus, keine Auffälligkeiten in der Darmmuskulatur und 
Krypten auf. 
Die Gewebeproben der Behandlungsgruppen (C, D) wurden nicht zeitgleich mit den 
Kontrolltieren eingebettet und geschnitten und können somit abweichende Auschnitte 
aufweisen. Weiterhin wurden die Proben in einem zweiten Färbedurchgang gefärbt 
und weichen farblich dadurch ab. 
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Abbildung 26: Histologische Analyse des Dickdarms (Colon) von ex vivo behandelten Tieren. Gezeigt ist der 
Querschnitt bei 10-facher (A, B) bzw. 20-facher (C, D) Vergrößerung nach HE- Färbung nach Mayer. Die Skalierung 
zeigt ein Größenverhältnis von 100 µm bzw 200 µm an. Links oben (A) zeigt ein klinisch krankes Tier der GvHD-
Kontrolle (verstorben an Tag 13), links unten (B) ist der Dickdarm eines gesunden Tieres zu sehen. Rechts sind 
Tiere der Behandlungsgruppen dargestellt, oben (C) a-CD4-Behandlung, verstorben an Tag 28 und unten (D) a-
CD28-Behandlung, verstorben an Tag 56. Die Markierung weist auf Nekrosen der Darmwand hin (*).  
Die histologische Auswertung der Haut ist in Abbildung 27 dargestellt. Exemplarisch 
ist die Haut eines kranken Tieres (A), einer gesunden Maus (B) und Ausschnitte der 
Haut von a-CD4+a-CD28 (C) und a-CD28 behandelten Tieren verglichen. Die GvHD-
Kontrolle wies dabei verschiedene lymphozytäre Infiltrate in der Dermis (, 
Schweregrad 2 nach Lerner, Tabelle 6), einen Verlust des Unterhaut-Fettgewebes (*) 
sowie die Ablösung und teilweiser Verlust der Basalmembran (#, Schweregrad 3 nach 
Lerner, Tabelle 6) auf. In den beiden Behandlungsgruppen sind diese krankhaften 
Merkmale zur Entwicklung einer GvHD nicht zu erkennen. Die Farbunterschiede sind 
durch leicht variable Gesamtexpositionszeiten in unterschiedlichen Färbe-
präparationen zu erklären, spielen in der Beurteilung aber keine weitere Rolle. 
100µm 100µm 
100µm 200µm 
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Abbildung 27: Histologische Analyse der Haut von ex vivo behandelten Tieren. Gezeigt ist der Querschnitt bei 20-
facher Vergrößerung nach HE-Färbung nach Mayer. Die Skalierung zeigt ein Größenverhältnis von 100µm bzw 
200µm an. Links oben (A) zeigt ein klinisch krankes Tier der GvHD-Kontrolle (verstorben an Tag 13), links unten 
(B) ist ein Hautabschnitt eines gesunden Tieres zu sehen. Rechts sind Tiere der Behandlungsgruppen dargestellt, 
oben (C) a-CD4 + a-CD28-Behandlung, verstorben an Tag 34 und unten (D) a-CD28-Behandlung, verstorben an 
Tag 56. Die Markierungen zeigen lymphozytäre Infiltrate (), ein Verlust des Unterhaut-Fettgewebes (*) und ein 
teilweiser Verlust der Basalmembran der Epidermis (#). Die Gewebeproben der Behandlungsgruppen (C, D) 
wurden in einem zweiten Färbedurchgang gefärbt und weichen farblich dadurch ab. 
Die Entwicklung des Knochenmarks und neu gebildeter Blutzellen nach der 
Transplantation wurde anhand einer AZAN-Färbung nach Geidies in den Hinterbeinen 
der Versuchstiere analysiert und ausgewertet. Bei dieser abgewandelten Färbung sind 
die Zellkerne rot, das Bindegewebe blau, Muskeln orange, Zellplasma rot-orange und 
Erythrozyten leuchtend orange angefärbt. Exemplarisch wurden die Hinterbeine eines 
Tieres der GvHD-Kontrolle, verstorben an Tag 28 (A), der PEI-nonsense-AON-
Kontrolle, verstorben an Tag 38 (B) und der a-CD4 Behandlungsgruppe, verstorben 
an Tag 30 (C) verglichen (Abbildung 28). Dabei wies vor allem die Anzahl der 
Erythrozyten (orange-braun) der a-CD4 Therapiegruppe eine starke Erhöhung im 
Gegensatz zu den Kontrollgruppen auf. Dies spricht für eine vermehrte Produktion der 
Blutzellen, und einer Regeneration dieser nach der Bestrahlung. 
 
100µm 100µm 
100µm 200µm 
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Abbildung 28: Histologische AZAN-Färbung der Beine von ex vivo behandelten Tieren nach Geidies. Aufgenommen 
wurde der Querschnitt nach 20-facher Vergrößerung. Die Skalierung zeigt ein Größenverhältnis von 100 µm an. 
Gezeigt ist ein Ausschnitt eines klinisch kranken Tieres der GvHD-Kontrolle (A), nonsense AON behandeltes Tier 
(B, PEI-nonsense-AON-Kontrolle) und eine Maus der a-CD4 Behandlungsgruppe (C). Erythrozyten sind leuchtend 
orange-braun gefärbt. 
Anhand der Ergebnisse konnte festgestellt werden, dass die ex vivo Anwendung der 
Kombinationsgruppe a-CD4 + a-CD28 AON ein signifikant erhöhtes Überleben 
gegenüber der Transfektionskontrollgruppe aufwies (p = 0,003). Die Donorimmun-
zellen sind erfolgreich angewachsen und die Leukozyten zeigten im Differentialblutbild 
eine Regeneration nach der Bestrahlung. Die Rate der CD4+/CD8+ Zellen als Marker 
für die Entwicklung von GvHD erreichte nach der Bestrahlung mitunter wieder das 
Ausgangsniveau, was insbesondere für die Behandlungsgruppen mit dem a-CD28 und 
a-CD4 + a-CD28 AON beobachtet werden konnte. Die Ergebnisse der mRNA 
Expressionsanalyse zeigten vorwiegend für die a-CD28 Gruppe IFNγ und IL4 (p IFNγ= 
0,0135; p IL6= 0,035) und bei der Kombinationsgruppe IFNγ (p = 0,0015) eine 
signifikante Reduzierung von pro-inflammatorischen Zytokinen in Milz. Eine signifikant 
erniedrigte mRNA Expression der Zytokine IFNγ, IL2 und IL6 in der mit a-CD28 AON 
behandelten Gruppe (p IFNγ= 0,0318; p IL2= 0,013; p IL6= 0,0041), und für die 
Kombinationsgruppe (a-CD4 + a-CD28) IFNγ und IL6 konnte im Dünndarm 
nachgewiesen werden (p IFNγ= 0,0364; p IL6= 0,0138). Ein Splicing-Effekt konnte für die 
a-CD28 Behandlungsgruppe für CD28 detektiert werden (p Splice= 0,0046). Vor allem 
wurden das Zielgen CD28 in der Gesamtexpression in Milz und Ileum in den Gruppen 
a-CD28 und a-CD4 + a-CD28 AON reduziert. Histologische Analysen wiesen 
zusätzlich eine reduzierte GvHD Entwicklung und eine wiedereinsetzende Produktion 
von Blutzellen in behandelten Tieren auf. 
 
Triple-Transgenes Modell (TTG) 
In vitro wurde jeweils ein AON und eine siRNA mit einer humanen CD4-Sequenz 
hinsichtlich ihrer Funktionen getestet. Insbesondere bei der Entwicklung von 
Therapien, welche in immunologische Prozesse eingreifen, ist es von Relevanz, das 
Therapeutikum an humanisierten Tiermodellen zu testen.  
Die verschiedenen Oligonukleotide wurden jeweils mit 10 µg und 20 µg Menge 
eingesetzt, um eine eventuelle Mengenabhängigkeit festzustellen. Um den Einfluss 
auf das Zielgen CD4 und pro-inflammatorische Zytokine in vivo zu testen, wurde ein 
teilhumanisiertes GvHD-Modell gewählt, welches anstatt des murinen CD4-Rezeptor 
einen humanen CD4 Rezeptor besitzt. Zusätzlich wurde der murine Rezeptor HLA-
100µm 100µm 100µm 
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DR3+/+ gegen die humane Version getauscht. Die Transplantation und der Ablauf des 
Versuches entspricht dem murinen allogenen Modell.  
 
Gewichts- und Überlebensanalyse 
Die Gruppen zeigten in Bezug auf die Differenz zum Ausgangsgewicht keinen 
Unterschied zwischen Kontroll- und Behandlungstieren (Abbildung 29). Alle Gruppen 
wiesen jedoch bis Tag 9 einen deutlichen Gewichtsverlust auf. Anschließend setzte 
die Hämatopoese erneut ein, und die hämatopoetischen Stammzellen wurden neu 
gebildet, was zu einer erneuten Gewichtszunahme führte. Entgegen den Erwartungen 
verstarben alle Tiere der a-CD4-siRNA Gruppe mit 20 µg ON vor Entwicklung der 
GvHD an den Tagen 7 bzw. 8. Durch den Eintritt der GvHD am Ende der zweiten 
Versuchswoche (d16-18) nahmen die Versuchstiere der restlichen Behandlungs-
gruppen allerdings erneut an Gewicht ab. Der GvHD-Score korrelierte dabei mit dem 
gemessenen Gewichtsverlust (Anhang, Abb. 53). 
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Abbildung 29: Gewichtsverlust der TTG-Tiere. Angegeben ist die Differenz zum Ausgangsgewicht in % als 
Mittelwert ± SD. Die Kontrollgruppen, bestrahlt, ohne Transplantat (GvHD-Ko) und bestrahlt mit nonsense AON-
PEI (PEI-Ko), sind in gestrichelter Form und die Behandlungsgruppen in durchgezogener Linienform dargestellt. 
Das kumulative Überleben der einzelnen Gruppen wurde über den Versuchsverlauf 
ebenfalls untersucht (Abbildung 30). Die Mehrheit der GvHD- und PEI- 
Transfektionskontrollen wurden aufgrund des erreichten schlechten klinischen Scores 
vor Tag 15 euthanasiert. Zwischen diesen beiden Gruppen konnte kein signifikanter 
Unterschied im Überleben festgestellt werden. Alle Behandlungsgruppen, 
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ausgenommen der 20 µg a-CD4_siRNA-Gruppe, zeigten jedoch gegenüber der PEI-
nonsense-AON-Transfektionskontrollgruppe jeweils ein signifikant erhöhtes 
Überleben (p# a-CD4_10_AON= 0,005; p# a-CD4_20_AON= 0,0089; p# a-CD4_10_siRNA= 0,0016). 
Zusätzlich wies die Gruppe a-CD4_10_AON ein signifikant erhöhtes Überleben 
gegenüber der GvHD-Kontrolle (p* = 0,036). 
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Abbildung 30: Kumulatives Überleben der ex vivo behandelten TTG-Tiere in einer Kaplan-Meier-Kurve. Die 
gestrichelten Linien zeigen die Kontrollgruppen und die durchgezogenen Linien die behandelten Gruppen. # 
repräsentiert signifikantes Überleben gegenüber der PEI-nonsense-AON-Kontrolle (PEI-Ko) und * gegenüber der 
GvHD-Kontrolle (GvHD-Ko; p < 0,05; Log rank Test). 
Differentialblutbildanalyse des transgenen GvHD-Modells 
Die Leukozytenanzahl der Versuchstiere wurde anhand eines Differentialblutbildes 
analysiert. Der Verlauf über die einzelnen Messtage ist in Abbildung 31 dargestellt. Die 
Leukozytenanzahl sank im Vergleich zum Referenzwert vor der Transplantation an 
Tag 5 und 12 erheblich ab. Vereinzelt war eine Regeneration der Leukozytenanzahl 
an Tag 26 erkennbar.  
Eine Auswertung der Immunzellsubpopulationen wie Lymphozyten, Granulozyten und 
Monozyten zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen 
Messgruppen (Anhang Abbildungen 54-56). 
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Abbildung 31: Leukozytenanzahl im Verlauf des CD4-humanisierten Tierversuches. Die Werte (Mittelwert ± SD) 
wurden mittels eines Differentialblutbilds an den Tagen 5, 12 und 26 ermittelt und direkt nach der retrobulbären 
Blutentnahme gemessen. Tag -2 stellt die Messung von unbehandelten Tieren vor Versuchsbeginn dar. n stellt die 
Anzahl der Versuchstiere pro Gruppe dar. 
 
Chimerismus und CD4+/CD8+ Rate des TTG-Versuches 
Mittels Durchflusszytometrie wurden humane CD4+ sowie murine CD4+, CD8+, CD3+, 
CD19+, H2Kb+ (entspricht Spender-spezifischem HLA I) -Zellen in der Milz und im Blut 
untersucht. Humanes und murines CD4 wurde analysiert, um zu überprüfen, ob 
humanisierte Zellen in den Empfängern anwachsen. Murines CD3 diente als Marker 
für T-Zellen. Die Markierung von B-Zellen fand durch Messung des murinen CD19 
statt.  
Darüber hinaus wurde ebenfalls die huCD4+/ muCD8+-Ratio bestimmt, welche die 
humane CD4+-Zellpopulation ins Verhältnis zu murinen CD8+-Zellen setzt und als ein 
Indikator für das Auftreten von GvHD gelten könnte. In Abbildung 32 ist die CD4+/CD8+ 
-Ratio der Kontroll- und Behandlungsgruppen dargestellt. An Tag 14 ist ein deutliches 
Absinken der CD4+-Zellzahl und ein Anstieg der CD8+-Zellen in allen Gruppen 
erkennbar. Am Tag 26 sank erneut die CD8+-Zellzahl in den Kontroll- sowie in der 
aCD4_siRNA behandelten Gruppe. Alleinig in der Behandlungsgruppe mit dem 
aCD4_AON wurde eine steigende Zellzahl der CD4+-Zellen und eine rückläufige 
Zellzahl CD8+-Zellen beobachtet, was zu einer Verschiebung des CD4+/CD8+-
Quotienten führte. Eine Normalisierung der Ratio zum Ausgangswert konnte jedoch 
nicht detektiert werden.  
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Abbildung 32: CD4+ / CD8+-Ratio der Versuchstiere des CD4+ humanisierten GvHD-Versuches. Die Ratio ermittelt 
sich aus dem Quotienten der humanen CD4+ und murinen CD8+ -Zellen (%Parent als Mittelwert ± SD). Für die Ratio 
am Tag -2 wurde der Quotient aus murinen CD4+ und murinen CD8+ Zellen erstellt. Gemessen wurden die 
Zellpopulationen vor Versuchsbeginn (d -2) und an den Tagen 14, 26, 40 und am Finaltag 56. 
 
Zur Überprüfung des zu erwartenden Chimerismus, also des Anwachsens des 
Transplantates, wurden Zellen vermessen, die Spender-spezifisches MHC I (H2K) 
tragen. Es war feststellbar, dass im Blut bei allen bis auf ein Versuchstier, und vielfach 
auch innerhalb der Milz, der Anteil der CD3+-Zellen unter 5% der Lymphozyten lag. 
Die betroffenen Tiere wurden nicht in die Auswertung mit einbezogen. Das Gating-
Konzept und die verschiedenen Anteile der gemessenen Lymphozyten-Populationen 
innerhalb der CD3+-T-Zellen im Blut sind deshalb beispielhaft an einem Tier der a-
CD4_siRNA-Gruppe dargestellt (siehe Abbildung 33). In allen vermessenen 
Lymphozyten Subpopulationen zeigte sich ein Chimerismus über 90%, so dass ein 
weitestgehendes Anwachsen des Transplantates anzunehmen war. 
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Abbildung 33: Durchflusszytometrische Analyse des Blutes im TTG-Tierversuch. Es ist exemplarisch für ein Tier die 
Auftragung des Seitwärtsstreulichts (SSC) gegen das Vorwärtsstreulicht (FSC) inklusive des Lymphozyten-Gates, 
das CD3+-Gate, die chimären CD3+-Zellen sowie die murinen und humanen CD4+-Zellen, die muCD8+-Zellen und 
die muCD19+-Zellen innerhalb der muCD3+-Lymphozyten an Tag 13 gezeigt. Nicht chimäre Zellen sind schwarz 
dargestellt. Chimäre Lymphozyten sind dunkelgrau und chimäre CD3+-Zellen hellgrau abgebildet. 
 
Analyse der Zytokinexpression im TTG-Versuch 
In den Organen Milz und Darm der teilhumanisierten Versuchstiere wurde die 
Expression der GvHD-relevanten Zytokine untersucht (Abbildung 34). Aufgrund der 
wenigen überlebenden Tiere sind die Resultate in technischen Replikaten gemessen 
worden. Infolge des plötzlichen Versterbens der Tiere aus den Behandlungsgruppen 
a-CD4_10_AON und a-CD4_20_siRNA war es nicht möglich, die Organe zu 
asservieren und die RNA für die Expressionsuntersuchungen zu isolieren. 
Es konnte in der Milz eine signifikante Reduzierung der Expression des T-Zell 
aktivierenden Zytokins IL2 in der a-CD4_20_AON-Gruppe (p IL2 = 0,0286) und für das 
pro-inflammatorische Zytokin IL6 eine tendenzielle Erniedrigung detektiert werden. Für 
die a-CD4_10_siRNA-Gruppe ergab sich zusätzlich eine Tendenz zur Reduzierung 
von IL2 und IL6. Im Darm wurde nur in der aCD4_siRNA-behandelten Gruppe eine 
signifikante Erniedrigung von IFNγ gegenüber der PEI-nonsense-AON-Kontrolle 
detektiert (p IFNγ = 0,0286). 
Die Messung der Zielgenexpression des humanes CD4 ergab in der 
Gesamtexpression keine Erniedrigung der mRNA in beiden Gruppen und es konnte 
kein Splicing-Effekt für die a-CD4_20_AON Gruppe detektiert werden (siehe Anhang 
Abbildung 57). 
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Abbildung 34: Zytokinexpression in der Milz (A) und im Darm (B) des teilhumanisierten GvHD-Modells. Gemessen 
wurden die entzündungsfördernden Zytokine Interferon γ, Interleukin 2, Tumornekrosefaktor α und Interleukin 6. 
* repräsentiert Signifikanzen gegenüber der PEI-nonsense-AON- Transfektionskontrolle (p < 0,05, Mann-Whitney 
U Test). Die y-Achse ist als Log10 Achse und die Werte als fold change dargestellt. Errechnet wurde die mRNA 
Expression nach der ΔCt Methode. 
Im teilhumanisierten Modell konnte für die Behandlungsgruppen a-CD4_10_siRNA, a-
CD4_10_AON und a-CD4_20_AON ein signifikant längeres Überleben beobachtet 
werden. Das Anwachsen der Spenderzellen konnte erfolgreich nachgewiesen werden 
und die Leukozyten zeigten im Differentialblutbild vereinzelt eine Regeneration nach 
der Bestrahlung, ähnlich dem allogenen ex vivo GvHD-Modell. Ein Erreichen des 
Ausgangsniveaus der CD4+/CD8+ Zellrate als Marker für die Entwicklung von GvHD 
konnte nach der Bestrahlung, zumindest bis zum Tag 26, nicht festgestellt werden 
aufgrund dem früheren Versterben im Vergleich zum allogenen Modell. Dies 
beeinträchtigt auch die Untersuchung der Zytokin- und Zielgenmessung. Während für 
die Zielgenexpression keine Reduktion detektiert werden konnte, wurde zumindest 
vereinzelt eine Reduktion des pro-inflammatorischen Zytokins IFNγ und des T-
Zellproliferationsmarker IL2 gemessen. 
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3.2.2 Direkte in vivo Applikation im murinen allogenen Modell 
 
Die Spenderzellen werden bei diesem therapeutischen Ansatz unbehandelt in die 
Empfängertiere transplantiert. Erst nach Erhalt des Transplantats wurden in 
verschiedenen zeitlichen Schemata die AONs intraperitoneal in die Mäuse appliziert. 
Dies soll die spätere klinische Anwendung simulieren, wobei die GvHD erst nach 
Auftreten behandelt wird.  
In einem Testversuch wurde zusätzlich eine intravenöse Injektion angewendet, hier 
verstarben die Tiere allerdings innerhalb von 20 Tagen. Als Ursache wird der enorme 
Stress der wöchentlichen Narkose und i.v. Applikation vermutet. Die Tabelle 3 im 
Abschnitt 2.3.1 zeigt eine Übersicht der experimentellen Gruppenvariationen. Nach 
Testung der Schemata in kleinen Gruppengrößen (n = 3-6), wurden die 
vielversprechendsten Ansätze in größeren Gruppengrößen in einem zweiten 
Experiment wiederholt. Dabei handelte es sich um die i.p.-Behandlung 3x pro Woche 
für 8 Wochen ab Tag 0 und 1x pro Woche für 8 Wochen ab Tag 0. In beiden Gruppen 
wurden 10 µg AON eingesetzt. 
 
Überlebenskurven der in vivo GvHD behandelten Tiere 
In Abbildung 35 sind die Gruppen des Vorversuches (1. Experiment) nach 2-wöchiger 
i.p. Injektion ab Tag 14 bzw. Tag 19 der Transplantation dargestellt. Die Injektionen 
erfolgten dabei 3x wöchentlich mit 10 bzw. 20 µg AON. Die GvHD-Kontrolle zeigte hier 
die höchste Überlebensrate mit 35 Tagen. Von den Behandlungsgruppen wies die a-
CD4_10µg/d14-Gruppe das längste Überleben mit 29 Tagen auf. Alleinig die Gruppe 
a-CD4_20µg/d14_3x/2w wies gegenüber der PEI-nonsense-AON-
Transfektionskontrolle ein signifikant gesteigertes Überleben auf (p = 0,045). Sowohl 
gegenüber der PEI-nonsense-AON-Transfektionskontrolle als auch der 
unbehandelten GvHD-Kontrolle konnte kein signifikant gesteigertes Überleben der 
weiteren Behandlungsgruppen festgestellt werden.  
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Abbildung 35: Kumulatives Überleben der in vivo behandelten Tiere nach Beginn der i.p.-Injektionen ab Tag 14 
bzw Tag 19 nach der Transplantation. Die gestrichelten Linien zeigen die Kontrollgruppen und die 
durchgezogenen Linien die behandelten Gruppen. Die GvHD-Kontrolle blieb unbehandelt, währenddessen die PEI-
nonsense-AON-Kontrollgruppen und mit a-CD4 AON behandelten Gruppen dreimal die Woche für 2 Wochen eine 
i.p.-Injektion erhielten. Die verabreichte Menge des a-CD4-AON lag bei 10 µg bzw 20 µg. Signifikanzen gegenüber 
der PEI-nonsense-AON-Transfektionskontrollgruppe sind markiert mit # (p < 0,05; Log rank Test). 
Um eventuelle unspezifische toxische Effekte mit der dreimal wöchentlichen Injektion 
auszuschließen, wurde für eine Behandlungsgruppe die Dauer der Injektion auf 8 
Wochen erhöht und für zwei Versuchsgruppen auf einmal wöchentlich erniedrigt. 
Diese Versuche fanden in einem zweiten Experiment statt. 
Die Kaplan-Meier-Kurve der in vivo Versuche nach dem Injektionsschema, Start der 
i.p. Applikation ab Tag 0 und einmal oder dreimal wöchentlich über den gesamten 
Versuchsablauf, sind in Abbildung 36 gezeigt. Das längste Überleben wies die 
Behandlungsgruppe a-CD4_10µg/d0_3x/8w auf. Jedoch konnte nur eine Tendenz für 
ein gesteigertes Überleben gegenüber der GvHD-Kontrolle festgestellt werden (p vs. 
GvHD = 0,07). Dieselbe Behandlungsgruppe a-CD4_10µg AON, jedoch mit nur einmal 
wöchentlicher i.p. Injektion zeigte dafür ein signifikant längeres Überleben gegenüber 
der PEI-nonsense-AON-Transfektionskontrollgruppe mit p vs.PEI = 0,0017. Die 
Kombinationsbehandlungsgruppe a-CD4 + a-CD28/d0 nach dem einmal 
wöchentlichen i.p. Schema, verstarb entgegen der Erwartungen aus dem ex vivo 
Versuch noch vor der GvHD-Kontrollgruppe. 
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Abbildung 36: Kumulatives Überleben der in vivo behandelten Tiere bei Start der i.p.-Injektionen ab Tag 0, in einer 
Kaplan-Meier-Kurve. Versuchsende war am Tag 54. Die Kontrollgruppen sind in gestrichelter Form und die 
Behandlungsgruppen in durchgezogener Linienform dargestellt. Die GvHD-Kontrolle blieb unbehandelt, 
währenddessen die PEI-nonsense-AON-Kontrollgruppen und mit a-CD4 AON und a-CD4 + a-CD28 AON 
behandelten Gruppen einmal bzw. dreimal die Woche für 8 Wochen eine i.p.-Injektion erhielten. Appliziert wurde 
eine Menge von 10 µg. Signifikanzen gegenüber der PEI-nonsense-AON-Transfektionskontrollgruppe sind 
markiert mit # (p < 0,05; Log rank Test). 
Differentialblutbildanalyse – in vivo GvHD-Modell 
Vor der Transplantation der Spenderzellen betrug die Leukozytenanzahl im 
Durchschnitt 8,02 x 103/mm3 ± 1,46 (siehe Abbildung 37). Alle Gruppen, sowohl die 
Kontroll- als auch die Behandlungstiere wiesen einen starken Abfall der Leukozyten 
an Tag 5 auf. An Tag 12 kann in allen Gruppen eine leichte Regeneration der Zellen 
beobachtet werden, wobei die PEI-nonsense-AON-Kontrollgruppe und die 
Behandlungsgruppe nach dem Schema, Start der i.p. Injektionen ab Tag 0 im 
Rhythmus dreimal die Woche 8 Wochen lang, die höchste Zunahme der 
Leukozytenzahl aufwiesen. Ab der dritten Woche nach der Transplantation setzte die 
GvHD-Entwicklung ein und die Leukozytenanzahl sank erneut an Tag 28. Lediglich die 
kombinierte Behandlungsgruppe a-CD4 + a-CD28 zeigte einen Anstieg der 
Leukozytenzahl. Die GvHD-Kontrollen wurden aufgrund des GvHD-Scores ab dem 
Tag 26 euthanasiert. Die einzig bis zum Finaltag überlebende Behandlungsgruppe a-
CD4_10µg/d0_3x/8w, zeigte ein erneutes Absinken der Leukozytenzahl. Eine 
Normalisierung zum Ausgangswert konnte jedoch nicht beobachtet werden.  
 72 
 
Die Analyse der Subpopulationen wie Lymphozyten, Granulozyten und Monozyten 
zeigte keine signifikanten Unterschiede zwischen den einzelnen Messtagen (Anhang 
Abbildungen 58-60).  
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Abbildung 37: Leukozytenanzahl im Verlauf des in vivo-Tierversuches. Die Werte (Mittelwert ± SD) wurden mittels 
eines Differentialblutbildes ermittelt und direkt nach der retrobulbären Blutentnahme am Tag 5, 14, 26, 40 und 
am Finaltag 56 gemessen. Tag -2 stellt die Messung von unbehandelten Tieren vor Versuchsbeginn dar. Die PEI-
nonsense-AON-Kontrollgruppen sind farbig gepunktet und die Behandlungsgruppen farbig ausgefüllt dargestellt. 
n stellt die Anzahl der Versuchstiere/Gruppe dar 
Durchflusszytometrische Analyse der in vivo behandelten Gruppen 
Die Analyse der positiven Immunzellsubpopulationen muriner CD3+, CD4+, CD8+, 
CD19+ Zellen in der Milz und im Blut erfolgte durchflusszytometrisch. Murines CD3 
diente als Marker für die Gesamt-T-Zellpopulation, wobei zusätzlich durch die 
Markierung von CD4+ und CD8+ Zellen die Unterscheidung in T-Helfer- und 
cytotoxische T-Zellen erfolgte. Die Markierung von B-Zellen fand über murines CD19 
statt. Im Anhang sind beispielhaft die Daten der Durchflusszytometrie eines Tieres der 
a-CD4 Behandlungsgruppe, nach dem i.p. Schema Start an Tag 0 und Injektionen 
dreimal wöchentlich über den gesamten Versuchsablauf, dargestellt. Wie zu erwarten, 
wurde ein rapider Abfall der Gesamt-T-Zellpopulation und B-Zellpopulation an Tag 12 
gegenüber der Blutanalyse vor der Transplantation detektiert. An Tag 24 konnte ein 
Anstieg der CD8+ Zellen im Vergleich zum Tag -2 beobachtet werden, während der 
Anteil an CD4+ Zellen sank (Anhang, Abbildungen 61-62). Eine Normalisierung des 
CD4+/CD8+ Verhältnisses konnte aufgrund des frühen Versterbens der Versuchstiere 
nicht beobachtet werden.  
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Zytokin- und Zielgenexpression der in vivo behandelten Gruppen 
In den beiden Organen wurde ebenfalls die Gesamt-Expression und das Splicing der 
Zielgene CD4 und CD28 ermittelt. Die Werte wurden zur Berechnung von 
Signifikanzen in Bezug zur PEI-nonsense-AON-Kontrollgruppe gesetzt. In der Milz 
wurde eine tendenzielle Erniedrigung der Gesamtexpression der Zielgene CD4 und 
CD28 in allen Behandlungsgruppen, außer der a-CD4_10µg/d0_1x/8w, detektiert 
(Abbildung 38A). Ein signifikanter Spleißeffekt konnte in der Milz nicht detektiert 
werden, jedoch wiesen vor allem die Gruppen a-CD4_10µg/d0_3x/8w und a-CD4 + a-
CD28_10µg/d0_1x/8w einen tendenziellen Effekt für CD4 und CD28 Splicing auf. Die 
Herabregulierung der Gesamtexpression konnte besonders für die Gruppen a-
CD4_10µg/d14_3x/2w und für die a-CD4 + a-CD28_10µg/d0_1x/8w   im Darm 
gemessen werden, ebenfalls wurde für diese Gruppen eine tendenzielle 
Herabregulierung der mRNA Expression der gespleißten Transmembrandomänen für 
die Zielgene CD4 und CD28 im Ileum detektiert (Abbildung 38B). 
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Abbildung 38: Zielgen-Expression und Splicing in den Organen Milz (oben) und Dünndarm (unten). Dargestellt ist 
die Gesamtexpression der Zielgene CD4 und CD28 und das Splicing der CD4 und CD28 Gene. Die y-Achse ist als 
Log10 Achse und die Werte als fold change (Mittelwert ± SD) dargestellt. Errechnet wurde die mRNA Expression 
nach der ΔCt Methode. 
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Analog zu den ex vivo GvHD-Versuchen wurde ebenfalls in der Milz und im Ileum 
(Dünndarm) die mRNA Expression der Zytokine IL2, IL4, IL6, TNFα und IFNγ 
gemessen. Die Gesamtexpression und der Splicing-Effekt der Zielgene CD4 und 
CD28 wurde gleichermaßen bestimmt. Die Messungen wurden gegen das 
Housekeeping-Gen (B2M) normiert und Signifikanzen in Bezug zur PEI- 
Kontrollgruppe berechnet, um einen eventuellen Einfluss des Transfektionsagenz 
auszuschließen.  
Eine signifikante mRNA Expressionserniedrigung in der Milz konnte bei IL4 in der 
Kombinationsgruppe nach dem i.p. Schema einmal wöchentlich ab Tag 0 über den 
gesamten Versuchsablauf ermittelt werden (p IL4= 0,029; Abbildung 39A). Die 
restlichen gemessen Zytokine wiesen zudem eine tendenzielle Erniedrigung auf. 
Ebenfalls wies die Versuchsgruppe a-CD4_10µg/d14_3x/2w eine tendenzielle 
Herabregulierung der mRNA Expression der gemessen Zytokine auf. Keinen Einfluss 
der Behandlung wurde bei der a-CD4_10µg/d0_3x/8w-Gruppe detektiert, während 
eine erhöhte mRNA Expression bei der einmal wöchentlich i.p.-injizierten a-CD4-
Gruppe auftrat. 
Im Dünndarm konnte keine signifikante Erniedrigung der mRNA von allen 
untersuchten Zytokinen gemessen werden (Abbildung 39B). Eine Tendenz zur 
Herabregulierung der mRNA Expression konnte für IFNγ in den Gruppen a-
CD4_10µg/d14_3x/2w und a-CD4_10µg/d0_3x/8w gemessen werden. TNFα wies 
zudem eine erniedrigte Expression in der a-CD4_10µg/d0_3x/8w Gruppe auf. Für die 
Kombinationsgruppe (i.p. Schema einmal wöchentlich ab Tag 0) konnte eine 
erniedrigte mRNA Expression für IL4 detektiert werden, allerdings wies die mRNA 
Expression für IFNγ und IL2 eine Erhöhung auf. 
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Abbildung 39: Zytokinexpression von IFNγ, IL2, IL4, IL6 und TNFα in den untersuchten Organe Milz (A) und Ileum 
(B). Signifikanzen gegenüber der PEI-nonsense-AON-Transfektionskontrolle sind mit Sternchen markiert (p < 0,05; 
Mann-Whitney U Test). Die y-Achse ist als Log10 Achse und die Werte als fold change (Mittelwert ± SD) 
dargestellt. Errechnet wurde die mRNA Expression nach der ΔCt Methode. 
Die in vivo Experimente zeigten ein signifikant längeres Überleben insbesondere für 
die i.p. injiziierte Gruppe a-CD4_10µg/d0_3x/8w (p = 0,014) und für a-CD4 + a-
CD28_10µg/d0_1x/8w (p = 0,052) eine Tendenz gegenüber der GvHD-Kontrolle. 
Letztgenannte Gruppe wies zudem ein tendenziell längeres Überleben gegenüber der 
Transfektionskontrollgruppe auf (p = 0,068). Im Vergleich zur PEI-nonsense-AON-
Transfektionskontrollgruppe wies die a-CD4_10µg/d0_1x/8w Therapiegruppe ein 
signifikant längeres Überleben auf (p = 0,016). Ein Abfall der Leukozytenzahl nach der 
Bestrahlung konnte für alle Gruppen im Differentialblutbild detektiert werden, dies 
konnte auch schon im präventiven ex vivo Ansatz beobachten werden. Eine 
vollständige Regeneration der Zellen auf das Niveau vor der Transplantation (d -2) 
konnte jedoch durch das zeitige Versterben der Versuchsmäuse nicht detektiert 
werden. Dennoch ergab die Analyse der Zytokinexpression eine signifikante 
Herabregulierung von IL4, insbesondere in der vielversprechenden Gruppe a-CD4 + 
a-CD28_10µg/d0_1x/8w (p IL4 = 0,029), und eine tendenzielle Herabregulierung der 
weiteren gemessenen Zytokine. Eine tendenzielle Reduzierung der 
Gesamtexpression von CD4 und CD28 wurde insbesondere für die 
Kombinationsgruppe a-CD4 + a-CD28_10µg/d0_1x/8w detektiert. Die vielver-
sprechende Kombinationsgruppe wies zudem einen tendenziellen Spleißeffekt in Milz 
und Darm auf. 
Anhand des frühen Versterbens und der Entwicklung einer Aszitis in den Mäusen, 
unabhängig ob Kontroll- oder Behandlungsgruppe, konnte jedoch keine differenzierte 
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Aussage über den Erfolg der hier untersuchten Applikationsschemata getroffen 
werden.  
3.3  Pharmakologie in vivo applizierter Nukleinsäure-Komplexe 
 
3.3.1 Biodistribution 
 
Die therapeutische Effizienz der verwendeten Nanopartikel-Nukleotid-Wirkstoffe wird 
nicht nur durch die spezifische Sequenz der Nukleotide, sondern auch durch eine 
günstige oder ungünstige Gewebeverteilung beeinflusst. Das Erreichen des 
Zielgewebes bzw. Eindringen in die Zielzellen (Biodistribution) wurde daher in den 
folgenden Experimenten unter Verwendung verschiedener Arten markierter 
unspezifischer nonsense Oligonukleotide erfasst. 
Ein FAM-fluoreszenzmarkiertes AON mit einer nonsense-Sequenz und eine Alexa-
Fluor647-markierte siRNA wurde mit dem schon im GvHD-Tierversuch verwendeten 
niedermolekularen PEI sowie modifizierten PEI Nanopartikeln komplexiert. Dabei 
wurden PEG-PEI-Varianten (PEGyliertes PEI) verwendet, an welche ein Kontroll-IgG-
Antikörper oder ein humaner anti-CD4 Antikörper (Emmrich et al. 1991; Fricke et al. 
2014) gekoppelt wurden. Von der AG Aigner wurden zusätzlich PEI-Modifizierungen 
in verschiedenen Molekulargewichten (MW = 5kDa, 10kDa, 25kDa), verknüpft mit der 
Aminosäure Tyrosin (PEI-Tyr5, PEI-Tyr10, PEI-Tyr25; ca. 30% Substitution) zur 
Verfügung gestellt. Diese Komplexe wurden i.p. oder i.v. in Wildtypmäuse appliziert 
und nach 4h und 24h die Gewebe und Organe entsprechend isoliert. Anschließend 
erfolgte die Detektion über Durchflusszytometrie. Dabei wurde der Fluoreszenzanteil 
(% Parent) der vitalen Zellen aufgenommen und als Transfektionsrate dargestellt. In 
den Lungen konnte eine signifikante Aufnahme der Komplexe von bis zu 75% aller 
AON-PEI-Modifikationen nach 24h, unabhängig von der Applikationsart, 
nachgewiesen werden. Nach 4h war hingegen noch keine Verteilung in den Lungen 
detektierbar (Abbildung 40A). Die Komplexierung der PEI-Nanopartikel mit der siRNA 
zeigte ein ähnliches Ergebnis (Abbildung 40B). Während der siRNA-PEI Komplex 
kaum eine Aufnahme in der Lunge aufwies, konnten insbesondere für siRNA-PEI-
aCD4 und siRNA-PEI-Tyr10 eine stark erhöhte Transfektionsrate nach 24h detektiert 
werden (jeweils 95,4% ± 5,3% und 90% ± 1,2%). 
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Abbildung 40: Transfektionsrate in Lunge der verschiedenen Nukleinsäure-PEI-Komplexe nach i.p.- oder i.v. 
Injektion (150 µl, 10 µg AON, Ratio PEI:AON = 5:1) in CD1-Wildtypmäuse. A zeigt die Verteilung der AON-PEI-
Komplexe und B die Verteilung der siRNA-PEI-Komplexe. Als Kontrolltiere wurden Mäuse, injiziert mit NaCl 
verwendet. Detektiert wurde mittels Durchflusszytometer nach 4h und 24h. n=3 je Gruppe, PEI-F25, PEI-IgG, PEI-
Tyr25 – 24h, i.p. n=2 je Gruppe * Signifikanz von p<0,05 (vs. Kontrolle, t-Test). 
Eine signifikant erhöhte Aufnahme der AON-PEI-Komplexe im Knochenmark konnte 
nach 24h, i.p.- und i.v. appliziert, für die PEI-IgG-, PEI-Tyr10- und PEI-Tyr25-
Verbindungen detektiert werden. Dabei zeigte die i.v. Injektion des PEI-Tyr25 nach 
24h die höchste Transfektionsrate von 21,5% ± 17% (siehe Abbildung 41). 
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Abbildung 41: Transfektionsrate im Knochenmark der verschiedenen AON-PEI-Komplexe nach i.p.- oder i.v. 
Injektion (150 µl, 10 µg AON, Ratio PEI:AON = 5:1) in CD1-Wildtypmäuse. Als Kontrolltiere wurden Mäuse, injiziert 
mit NaCl verwendet. Detektiert wurde mittels Durchflusszytometer nach 4h und 24h. n=3 je Gruppe * Signifikanz 
von p<0,05 (vs. Kontrolle, t-Test). 
Die Abbildung 42 zeigt die Aufnahme der AON-Nanopartikel-Komplexe in der Leber. 
Nach 4h konnte für die Mehrheit der Komplexe keine Aufnahme detektiert werden. 
Jedoch konnte die PEI-Tyr10 Formulierung zu 18,2% ± 4,2% nach 4h, i.v.-Injektion in 
der Leber gemessen werden (p = 0,006). Die höchste signifikante Aufnahme (p = 0,02) 
zeigte sich erneut für PEI-Tyr25 nach 24h und i.v.-Applikation (22,6% ± 8,5%). 
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Abbildung 42: Transfektionsrate in Leber der verschiedenen AON-PEI-Komplexe nach i.p.- oder i.v. Injektion 
(150µl, 10µg AON, Ratio PEI:AON = 5:1) in CD1-Wildtypmäuse. Als Kontrolltiere wurden Mäuse, injiziert mit NaCl 
verwendet. Detektiert wurde mittels Durchflusszytometer nach 4h und 24h. n=3/Gruppe * Signifikanz von p<0,05 
(vs. Kontrolle, t-Test) 
Bei der Analyse der siRNA-Nanopartikel-Komplexe (Abbildung 43) konnte auch im 
Gehirn eine Aufnahme, allerdings generell eher auf geringerem Niveau, festgestellt 
werden. Die besten Transfektionsraten zeigten dabei die PEI-aCD4-Komplexe 4h nach 
 80 
 
i.v.-Injektion mit 8,7% ± 3,6% (p = 0,01) und die PEI-Tyr25-Modifikation 24h nach i.v.-
Injektion mit 7,43% ± 3,7% (p = 0,03). 
 
K o n tr o lle P E I-F 2 5 P E I- Ig G P E I-a C D 4 P E I-T yr 5 P E I-T yr 1 0 P E I-T yr 2 5
0
5
1 0
1 5
G e h irn _ A le x a -s iR N A
T
r
a
n
s
fe
k
ti
o
n
s
r
a
te
 i
n
 %
4 h , i.v . 2 4 h , i.p . 2 4 h , i.v .
*
*
*
*
*
*
 
Abbildung 43: Transfektionsrate im Gehirn der verschiedenen siRNA-PEI-Komplexe nach i.p.- oder i.v. Injektion 
(150 µl, 10 µg siRNA, Ratio PEI:siRNA = 5:1) in CD1-Wildtypmäuse. Als Kontrolltiere wurden Mäuse, injiziert mit 
NaCl verwendet. Detektiert wurde mittels Durchflusszytometer nach 4h und 24h. n =3 pro Gruppe * Signifikanz 
von p<0,05 (vs. Kontrolle, t-Test). 
In der Milz wurde keine Aufnahme der AON-Komplexe gemessen, jedoch zeigten alle 
siRNA-Komplexe nach 24h, unabhängig der Applikationsart, eine Transfektionsrate 
von bis zu 10% (Anhang, Abbildung 65). Vereinzelt konnte ebenfalls eine Aufnahme 
von siRNA-PEI-F25 und siRNA-PEI-Tyr10 Komplexen im Dünndarm 24h nach i.p.-
Injektion detektiert werden (bis zu 12%, Anhang, Abbildung 66/67).  
Der humane anti-CD4 Antikörper, verknüpft mit PEI über PEGylierung (MAX.16H5 
IgG1; (Emmrich et al. 1991), wurde zusätzlich in ein huCD4+ teilhumanisiertes 
Mausmodell (TTG-Modell) injiziert, um die Wirkung speziell auf CD4+ T-Zellen zu 
überprüfen. Als Kontrolle fungierten sowohl NaCl-injizierte Mäuse, als auch der PEI-
IgG1-Antikörper. Der Antikörper wurde i.p. appliziert und nach einem Tag wurde das 
Knochenmark isoliert und mittels Durchflusszytometer analysiert, dabei erfolgte das 
Eingrenzen („Gating“) zunächst auf lebende Einzel-Zellen (vital) und dann auf CD4+ T-
Zellen. In Abbildung 44 ist eine signifikante Distribution von siRNA durch den a-CD4 
Antikörper speziell zu CD4+ Zellen zu beobachten (p = 0,012).  
 
 
 81 
 
K o n tr o lle P E I- Ig G P E I-a C D 4
0
5 0
1 0 0
s iR N A -a C D 4 -A n tik ö rp e r
T
r
a
n
s
fe
k
ti
o
n
s
r
a
te
 i
n
 %
v ita le  Z e llen C D 4 +  Z e lle n
*
 
Abbildung 44: Biodistribution von siRNA in Knochenmark durch einen anti-CD4 Antikörper (MAX.16H5 IgG1) 
gekoppelt an PEI. Gezeigt ist die CD4+ Zellpopulation. Die i.p. Injektion erfolgte in TTG-Mäusen und das 
Knochenmark wurde nach 24h geerntet (150 µl, 10 µg siRNA, Ratio PEI:siRNA = 5:1). Als Kontrolle dienten Mäuse 
welche mit 150 µl NaCl injiziert wurden. Die Messung und das Gating erfolgte mittels Durchflusszytometer. * 
repräsentieren Signifikanz von p<0,05 (PEI-aCD4 vs. PEI-IgG, n=2, t-Test). 
 
3.3.2 Toxikologie 
 
Die Verträglichkeit, potenziellen Nebenwirkungen und Toxizität der Nukleinsäure-
basierten Wirkstoffe wurden sowohl anhand unbestrahlter und bestrahlter Kontrolltiere 
als auch unter Verwendung bestrahlter Therapietiere analysiert. Dafür wurde das 
Serum auf toxikologische Parameter hin untersucht, wobei das klinisch-chemische 
Analysegerät AU480 zum Einsatz kam. Ein besonderer Fokus wurde auf die 
Leberenzymwerte Alanin-Aminotransferase (ALAT) und Aspartat-Aminotransferase 
(ASAT) gelegt. Zusätzlich wurde der Quotient aus den beiden Werten gebildet (De-
Ritis-Quotient), welcher in der Klinik als Krankheitswert bei Leberschädigungen, 
Entzündungen und Vergiftungen ermittelt wird. 
In Abbildung 45 ist der ASAT-Wert für schwere Leberschädigung und der ALAT-Wert 
für leichte Leberschädigung mittels Boxplots dargestellt. Die Alanin-Aminotransferase 
(ALAT, Abb. 45B) wies kaum eine Erhöhung im Vergleich zur Kontrolle auf, einzig die 
bestrahlte Behandlungsgruppe mit dem i.p. Applikations-Schema Start Tag 0 und 
dreimal wöchentlich (pink) wies an Tag 5 eine Erhöhung auf, welche sich jedoch wieder 
auf den Ausgangswert normalisierte (Abbildung 45B). 
Für dieselbe Behandlungsgruppe (pink) konnte ein Trend zur Erhöhung des ASAT-
Wertes an Tag 26 gegenüber der Kontrolle an Tag 0 festgestellt werden (Abbildung 
45A; p = 0,06). Diese Behandlungsgruppe wies in den Versuchen histologisch auch 
eine erhöhte Darmschädigung und klinisch Aszitis auf. 
Die direkte i.p. Applikation nach demselben Schema von AON + PEI in unbehandelte 
und unbestrahlte Wildtypmäuse (grün) zeigte interessanterweise ebenfalls eine 
signifikante ASAT Erhöhung an den Tagen 5, 12, 26 und 40 (p d5 = 0,02; p d12 = 0,01; 
p d26 = 0,02; p d40 = 0,03). Eine signifikante Erhöhung der ASAT-Werte wurde auch an 
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den Tagen 5 und 40 für die Injektion mit AON ohne PEI (blau) gemessen (p d5 = 0,03; 
p d40 = 0,0005). 
Auch die gemessenen Glukose-Werte im Serum der Tiere, welche mit AON mit und 
ohne PEI injiziiert aber nicht bestrahlt wurden, zeigten eine im Vergleich zur 
Kontrollgruppe signifikante Erhöhung, wobei an Tag 40 im Trend ein leichter Rückgang 
registriert wurde (Anhang, Abbildung 68).  
Mögliche toxische Effekte auf die Nierenfunktionen wurden mittels Kreatinin- und 
Harnstoffmessungen untersucht, wobei keine signifikanten Veränderungen des 
Harnstoff-Levels gemessen werden konnte. Eine leichte Erhöhung von Kreatinin 
konnte jedoch bei den nicht bestrahlten AON-Gruppen mit und ohne PEI gemessen 
werden (Anhang Abbildung 69). Serum Albumin wurde im Hinblick auf Anzeichen 
akuter oder chronischer Entzündungen gemessen, wobei keine Erhöhung bei den 
behandelten Tieren detektiert werden konnte (Anhang, Abbildung 70B), jedoch zeigte 
sich in der Gruppe mit AON ohne PEI und ohne Bestrahlung injiziierter Tiere eine 
leichte Erhöhung der Lactatdehydrogenase (LDH), ein Anzeichen für toxisches 
Zellsterben (Anhang, Abbildung 70A). 
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Abbildung 45: Analyse der Leberentzündungsenzyme ASAT und ALAT. Die Messungen des Serums erfolgten an 
den Tagen vor der Behandlung und am Tag 5, 12, 26 und 40 nach der Behandlung. Als Kontrolltiere (schwarz, n = 
44) wurden gesunde, unbestrahlte und unbehandelte Balb/C-Mäuse verwendet. Die Bestrahlungs-Kontrolle 
(orange, n = 24) waren bestrahlte und unbehandelte Tiere. Die unbestrahlte AON-Gruppe (blau, n = 5) waren nicht 
bestrahlte, mit 10 µg nonsense AON kontinuierlich 3x pro Woche applizierte Mäuse. Unbestrahlte AON+PEI (grün, 
n = 5) waren nicht bestrahlte, mit 10 µg nonsense AON Komplex 1:5 mit PEI und kontinuierlich 3x/Woche 
applizierte Tiere. PEI+AON, bestrahlt, ex vivo (rot, n = 19): bestrahlte und mit 10 µg nonsense AON Komplex 1:5 
mit PEI, ex vivo behandelte Tiere. Die Gruppe AON + PEI,ip,3x/w_2w (hellgrün, n = 3) wurden bestrahlt und 2 
Wochen lang 3x die Woche mit 10µg nonsense AON:PEI Komplex (1:5)  behandelt. Die Gruppe nach dem 
Behandlungsschema dreimal wöchentlich über den gesamten Versuchsablauf wurde bestrahlt und mit 10 µg 
nonsense AON+PEI (1:5) injiziert (pink, n=12). Einzelne Tiere sind als waagerechter Strich dargestellt. Signifikanzen 
gegenüber der unbestrahlten Kontrolle sind mit Sternchen markiert (p < 0,05, t-Test). 
Der De-Ritis Quotient wurde in Abbildung 46 berechnet und ebenfalls als Boxplot 
dargestellt. In der Klinik spricht ein hoher Quotient für einen schwerwiegenden 
Leberschaden. Vor allem die Behandlungs-gruppe mit dem i.p. Applikations-Schema 
Start Tag 0 und dreimal wöchentlich (pink) und die unbestrahlten Gruppen AON (blau) 
und AON+PEI (grün) wiesen eine besonders starke Leberschädigung auf.  
 
 84 
 
0 5 1 4 2 6 4 0
0
2 0
4 0
6 0
8 0
1 0 0
1 2 0
1 4 0
D e  R it is  -  Q u o tie n t
A
S
A
T
/A
L
A
T
K o n tro lle , n ic h t b e s tra h lt
A O N  o h n e  P E I, n ic h t b e s tra h lt
A O N  +  P E I, n ic h t b e s tra h lt
o h n e  A O N  +  P E I, b e s tra h lt
A O N  +  P E I, b e s tra h lt, e x  v iv o
A O N  +  P E I, b e s tra h lt, ip _ d 1 4 _ 3 x /w _ 2 w
A O N  +  P E I, b e s tra h lt,  ip _ d 0 _ 3 x /w _ 8 w
T a g e
 
Abbildung 46: Darstellung der De-Ritis-Ratio, welche sich aus dem Quotienten der ASAT- und ALAT-Werte 
errechnet. Als Kontrolltiere (schwarz, n = 44) wurden gesunde, unbestrahlte und unbehandelte BALB/c-Mäuse 
verwendet. Die Bestrahlungs-Kontrolle (orange, n = 24) waren bestrahlte und unbehandelte Tiere. Die 
unbestrahlte AON-Gruppe (blau, n = 5) waren nicht bestrahlte, mit 10 µg nonsense AON kontinuierlich 3mal pro 
Woche applizierte Mäuse. Unbestrahlte AON+PEI (grün, n = 5) waren nicht bestrahlte, mit 10 µg nonsense AON 
Komplex 1:5 mit PEI und kontinuierlich 3x / Woche applizierte Tiere. PEI+AON, bestrahlt, ex vivo (rot, n = 19): 
bestrahlte und mit 10 µg nonsense AON Komplex 1:5 mit PEI, ex vivo behandelte Tiere. Die Gruppe AON + 
PEI,ip,3x/w_2w (hellgrün, n = 3) wurden bestrahlt und 2 Wochen lang 3x die Woche mit 10 µg nonsense AON:PEI 
Komplex (1:5)  behandelt. Die Gruppe nach dem Behandlungsschema dreimal wöchentlich über den gesamten 
Versuchsablauf wurde bestrahlt und mit 10 µg nonsense AON+PEI (1:5) injiziert (pink, n=12). Einzelne Tiere sind 
als waagerechter Strich dargestellt. 
Zusammenfassend kann in Anbetracht der Ergebnisse der Biodistributionsversuche 
festgestellt werden, dass die Aufnahme in der Lunge unabhängig von den 
verwendeten Oligonukleotiden, der PEI-Modifikation und Applikationsart nach 24h 
signifikant am höchsten war (ca. 75%). Weiterhin wurde im GvHD-relevanten 
Knochenmark eine erhöhte Aufnahme vereinzelter PEI-Modifikationen detektiert. Eine 
funktionelle Wirkung konnte durch das Injizieren des a-CD4 Antikörpers, PEGyliert an 
PEI, und siRNA beobachtet werden. Hier wurde eine signifikant erhöhte 
Transfektionsrate der siRNA zu CD4+ T-Zellen mit dem a-CD4 Antikörper erreicht (p = 
0,01).  
Die toxikologische Untersuchung in den Seren ergab für die Leberentzündungswerte 
keinen Einfluss der ALAT, dafür war die ASAT in der Behandlungsgruppe AON + PEI, 
bestrahlt, ip_d0_3x/8w und insbesondere in den unbestrahlten Versuchsgruppen 
(AON ohne PEI, AON + PEI) signifikant erhöht gegenüber den Kontrollen an Tag 0.  
Im Folgenden sollen die Ergebnisse eingehend und im Kontext der aktuellen Literatur 
diskutiert werden. 
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4. Diskussion 
Die allogene hämatopoetische Stammzelltransplantation ist eine wichtige 
Therapiemöglichkeit bei malignen Erkrankungen, vor allem bei Leukämien. Der Erfolg 
der Transplantation ist jedoch limitiert durch die häufig auftretende und 
schwerwiegende Nebenwirkung der Graft versus Host Disease (GvHD). Die 
Diskrepanz zwischen HLA Merkmalen vom Transplantat der Spender und den 
Empfängern, welche dazu dienen Zellen und Gewebe immunologisch als fremd oder 
eigen zu charakterisieren, führt zur Entstehung der GvHD. Selbst Patienten, die ein 
der HLA-Typisierung zufolge passendes Transplantat erhalten, entwickeln, in bis zu 
40% der Fälle, diese schwerwiegende Nebenreaktion (Choi und Reddy 2014). Der 
Mechanismus zur Entstehung der GvHD ist dabei meist in drei Phasen eingeteilt: (1) 
zuerst werden antigenpräsentierende Zellen des Empfängers aktiviert, wobei pro-
inflammatorische Zytokine durch die vorangegangene Radiotherapie freigesetzt 
werden; (2) als nächstes erfolgt die Aktivierung von CD4+ und CD8+ -Spender-T-
Zellen, welche daraufhin expandieren; (3) zum Schluss erfolgt eine Zerstörung der 
Gewebe und Organe, insbesondere der Haut und des Gastrointestinaltraktes (Zhang 
et al. 2016). Die Aktivierung von Transplantat-ständigen Immunzellen, insbesondere 
T-Zellen, erfolgt über die sogenannten Haupt-Gewebekompatibilitäts-Komplexe (MHC 
I oder MHC II, major histocompatibility complex) der antigenpräsentierenden Zellen 
(APC) und dessen Interaktion mit dem T-Zell-Rezeptor Komplex. Bei der GvHD 
werden insbesondere die CD4+ T-Helferzellen aktiviert (Brownlie und Zamoyska 
2013). Im Verlauf der T-Zell Aktivierung ist außerdem ein zweites kostimulatorisches 
Signal nötig, wobei B7-Proteine der APCs (CD80, CD86) bspw. an den 
kostimulatorischen Rezeptor CD28 auf der Oberfläche von T-Zellen binden und die 
Aktivierung der T-Zellen verstärken (Beyersdorf et al. 2015). 
Ziel dieser Arbeit war es, zu evaluieren, ob sich die Reduktion aktivierender, GvHD-
relevanter Signale auf der Oberfläche von T-Zellen mittels eines gentherapeutischen 
Ansatzes zur Prävention oder Behandlung der GvHD-assoziierten 
Immunüberstimulation eignet. Im Rahmen der Arbeit werden hierzu u.a. Einflüsse der 
potentiell therapeutischen Oligonukleotid-Substanzen auf die Proliferation von T- 
Zellen, die Expression von Proliferations- und Entzündungsmarkern in vitro und der 
mögliche Einfluss auf den Verlauf der GvHD in vivo in verschiedenen Kleintiermodellen 
geprüft. 
 
4.1 Anwendung funktioneller Oligonukleotide in vitro 
 
Zur Analyse des Einflusses auf die Proliferation von Immunzellen durch polymer- oder 
lipidbasierter Nanopartikel-Transfektion wurde Polyethylenimin (PEI) für 
polykationischen und Ibafect für den liposomalen Transfer eingesetzt. Diese 
Transfektionsreagenzien werden in der Molekularbiologie für transiente Transfektion 
häufig genutzt und zeigen mitunter eine hohe Transfektionseffizienz und eine geringe 
Zytotoxizität. Einige Varianten wurden bereits in Tierversuchen und klinischen Studien 
verwendet (Han et al. 2014; Shen et al. 2014; Höbel und Aigner 2013; Jeudy et al. 
2008; Jiao et al. 2012; Madeira et al. 2010; Gul-Uludag et al. 2012).  
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Die Zugabe von magnetischen Eisenpartikeln ist ein vielversprechender Ansatz zur 
Steigerung der Effizienz nicht-viraler Gentherapie-Ansätze in vitro und in vivo (Plank 
et al. 2011). Zusätzlich bieten magnetische Nanopartikel den Vorteil einer möglichen 
extern steuerbaren Verteilung der Therapeutika oder auch einer Verfolgung von 
markierten Zelltherapieprodukten mittels Magnetresonanztomographie (MRI) (Sharma 
et al. 1999; Bourrinet et al. 2006). Jedoch kann die Zugabe und Verteilung von 
magnetischen Nanopartikeln zelluläre, und daher auch immunologische, Funktionen 
auf nicht-spezifischer Ebene beeinflussen.  
Die Wirkung von Nanopartikeln auf das Immunsystem und die spezifische Funktion 
von Immunzellen ist bisher wenig untersucht. Die in der Arbeit vorliegenden 
Ergebnisse bestätigen nun, dass die verwendeten nanopartikulären 
Transfektionsmethoden bei Verwendung von Standarddosen zumeist keinen Zelltod 
hervorrufen. Jedoch konnten zum Teil bedeutende Effekte auf die zelluläre 
Proliferation gemessen werden. Ein signifikanter proliferations-inhibierender Effekt 
zeigte sich bei der Verwendung von magnetischen Eisenpartikeln zur 
Transfektionssteigerung (Abb. 11A/B). Dieser Effekt war auch unabhängig gegenüber 
einem Einfluss auf die Viabilität der Zellen und im Vergleich zu mit nicht-magnetischen 
Nanopartikeln transfizierten Proben erkennbar. Liposomale oder polykationische 
Nanopartikel ohne magnetische Beads wiesen zum Teil eher 
proliferationsstimulatorische Effekte auf. In PBMCs, transfiziert mit AON und 
liposomalem Ibafect, wurde signifikant die Proliferation im Gegensatz zur Verwendung 
von polykationischem PEI stimuliert. Die Wahl der Oligonukleotid-Variante spielte 
dabei zusätzlich eine Rolle. Während PEI und AON transfiziert in PBMCs kaum einen 
Einfluss auf die Proliferation zeigten, senkte die Transfektion von siRNA erheblich die 
Proliferation. Die Transfektion von nicht adhärenten PBMCs zeigte gegenüber PBMCs 
eine ausgeprägtere Proliferations-Inhibierung, was sich möglicherweise durch das 
Fehlen der phagozytischen Monozyten-Population erklären lässt (Abb. 11C/D). 
Nanopartikel könnten durch das Komplementsystem als Fremdkörper markiert und 
daraufhin durch phagozytotische Immunzellen, z.B. Monozyten, beseitigt werden. 
Nicht adhärente PBMCs wurden nach einer zweistündigen Inkubation der PBMCs bei 
37°C durch sanftes Abpipettieren geerntet und enthalten mehrheitlich Lymphozyten 
und NK Zellen, die fehlende Monozytenfraktion kann somit die Nanopartikel nicht 
abfangen (Moghimi et al. 2010; Hamad et al. 2010; Andersen et al. 2009). Die Analyse 
des Zellzyklus zeigte einen Zusammenhang zwischen Zellzyklus-Arrest und anti-
Proliferationseffekt durch Zugabe von magnetischen Beads (Abb. 12). Die Ergebnisse 
wurden zusätzlich durch eine signifikante Herabregulierung der IL2 Expression, ein 
Zytokin welches mit der T-Zell Proliferation assoziiert ist (Morgan et al. 1976), nach 
Zugabe von magnetischen Beads bestätigt (Abb. 13).  
Die vorliegende Arbeit stellt eine Verbindung zwischen Magnetofektion, inhibierter 
Proliferation und arretiertem Zellzyklus dar. Aus einer vorherigen Studie ist bekannt, 
dass magnetische Partikel unter Zugabe zu immobilisierten Zielzellen, einen starken 
Nanopartikel-Zellkontakt während der Sedimentation in einem magnetischen Feld 
induzieren (Huth et al. 2004), während PEI/Nukleinsäure- und PEI-
FluidMag/Nukleinsäure-Komplexe keine signifikanten Unterschiede bei der 
Endozytose aufwiesen. Dieser Effekt bildet die Grundlage der verbesserten 
Transfektionseffizienz durch magnetische Nanopartikel. Da Endozytose und die 
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Bildung des Spindelapparates beim Beginn der Mitose verknüpfte Prozesse sind, 
könnte jedoch eine gesteigerte Endozytoserate mit einer verringerten 
Proliferationsrate korrelieren (Fürthauer und González-Gaitán 2009). Es ist bekannt, 
dass Zellen zu Beginn der Mitose die Endozytose-Aktivität reduzieren. Weiterhin 
wurde nachgewiesen, dass sich die Membranspannung von Zellen beim Start in die 
Mitosephase erhöht, während die Endozytoserate absinkt (Fielding und Royle 2013; 
Raucher und Sheetz 1999). Folglich könnte die erhöhte Endozytoseaktivität nach 
Zugabe von magnetischen Eisenpartikeln zu Zellen in einem magnetischen Feld zu 
einer Absenkung der Membranspannung, gehemmten Eintritt der Zelle in die Mitose 
und zu einer reduzierten Proliferation führen (Przybylski et al. 2017). Die Ergebnisse 
weisen auf einen unspezifischen pro- oder anti-proliferativen Effekt hin, welcher durch 
Nanopartikel-vermittelte Transfektion induziert werden kann. Es wäre daher möglich, 
diesen Effekt zu nutzen, um eine gewünschte therapeutische Anwendung zu 
unterstützen. Im Falle einer Gentherapie zur Beeinflussung von stark proliferierenden 
Tumorzellen kann ein zusätzlicher anti-proliferativer Effekt, hervorgerufen durch 
Nanopartikel, die therapeutische Wirkung unterstützen. 
Die Inhibierung pro-inflammatorischer Zytokine, die besonders im Falle einer GvHD 
ausgeschüttet werden, wurden nach einer Transfektion von mehreren anti-CD4 und 
anti-CD28 AON-Varianten mit PEI (niedermolekulares verzweigtes PEI Polymer) in 
murinen Milzzellen untersucht. Eine vielversprechende signifikante Herabregulierung 
von IFNγ und TNFα wiesen dabei die AON Varianten CD28mu1, CD4mu3 und die 
Kombination aus beiden Varianten auf (Abb. 15). Insbesondere in der ersten Phase 
der APC-Aktivierung werden inflammatorische Mediatoren wie TNFα und IFNγ 
ausgeschüttet (Gatza und Choi 2015). Interessanterweise wurde auch die Expression 
von CD8a teilweise durch die AONs beeinflusst (Abb. 47), möglicherweise 
zurückzuführen auf eine induzierte Verschiebung der T-Zell-Subpopulationsstruktur. 
Die Untersuchung der Immunbalance zwischen CD4 und CD8-positiven T-
Zellpopulationen spielt im klinischen Bild der GvHD vermutlich auch eine wichtige Rolle 
und sollte daher in in vivo Modellen möglichst mit untersucht werden (Pidala et al. 
2014).  
Durch exon skipping, das künstlich induzierte alternative Spleißen eines Ziel-
Transkriptes, sollten im Rahmen der vorliegenden Arbeit die Transmembrandomänen 
der T-Zellaktivierenden Gene CD4 und CD28 im finalen Transkript der mRNA 
ausgespart und die Proteine so in ihre lösliche Isoform-Variante überführt werden. Ziel 
ist sowohl die Reduktion funktionellen Rezeptor-Proteins auf der Oberfläche der an der 
Pathogenese der GvHD beteiligten Immunzellpopulationen, als auch die theoretische 
Entstehung kompetitiv hemmender löslicher Isoformen der Rezeptoren. Die 
prominenteste Anwendung des exon skippings ist aus einem Behandlungsansatz für 
die Erkrankung der Muskeldystrophie Duchenne bekannt (Aartsma-Rus und van 
Ommen 2007). Aktuell sind mehrere AONs, basierend auf verschiedenen 
Modifikationen, bereits für den klinischen Einsatz zugelassen. So wurden 
beispielsweise Eteplirsen, ein Phosphorodiamat Morpholino Oligomer (PMO), 
Fomivirsen und Mipomersen, 2´O-methyl Phosphorothioat (2´-methyl PTO) von der 
FDA zugelassen (Stein und Castanotto 2017). Die letztgenannte Modifikation findet 
auch in dieser Arbeit Anwendung.  
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Die verwendeten AONs sind der dritten Generation zuzuordnen, da sie durch die 
angewendeten Modifikationen, wie Austausch eines Sauerstoffatoms gegen ein 
Schwefelatom im Phosphatrückgrat (Phosphorothioat) und Methylierung am Nukleosid 
(2-O-Methyl-RNA), resistenter gegenüber Nukleasen sind und weniger Zytotoxizität 
vermitteln (Aartsma-Rus 2012). Neben dem bereits beschriebenen exon skipping 
greifen antisense Oligonukleotide in eine Reihe weiterer Expressionsregulations-
Mechanismen ein, wodurch die Menge eines Zielgentranskriptes bzw. dessen 
Proteinprodukts zusätzlich beeinflusst werden kann. Hierbei kann das alternative 
Spleißen auch zum Beibehalten von Introns, der Korrektur des offenen Leserahmens 
eines Gens und die Unterbrechung des offenen Leserahmens führen (Aartsma-Rus 
und van Ommen 2007). Ein anderer Mechanismus greift bei dem mRNA knockdown. 
RNase-H, eine Endonuklease, erkennt ein RNA-DNA Heteroduplex und spaltet den 
RNA Strang. Dies resultiert in der Degradation der mRNA (Goyal und Narayanaswami 
2018). Die AON-vermittelte, eher generelle Transkriptmodulation ist in der Regel auch 
bei exon skipping-induzierenden AONs in mehr oder weniger starkem Ausmaß 
vorhanden. So überrascht es auch nicht, dass sich in der vorliegenden Arbeit eine 
Herabregulierung der mRNA Gesamtexpression beider molekularer Ziele, CD4 und 
CD28, durch den Großteil der konstruierten AON Sequenzen bspw. in murinen 
Milzzellen erreichen ließ (Abb. 14). In den Splicing-Assays wurden die Primer der T-
Zellrezeptorgene CD4 und CD28 so gewählt, dass die Zielsequenzen, Exon 8 bei CD4 
und Exon 3 bei CD28 in der Expression vermindert werden sollen und somit ein exon 
skipping der Transmembrandomäne beinhaltet.  Dies wurde im messbaren Rahmen 
eines alternativen Spleißens sowohl in primären Milzzellen als auch in der T-Zelllinie 
RLD1 vor allem für die Kombination der CD28mu1 und CD4mu2 AONs für das 
Zielexon 3 von CD28 nachgewiesen (Abb. 14 und 16). Dieses Ergebnis weist darauf 
hin, dass eine zusätzliche Beeinflussung des kostimulatorischen Signals CD28 einen 
positiven Effekt bewirkt.  
Zusätzlich zu den AONs mit murinen Sequenzen wurde ein antisense Oligonukleotid 
und eine siRNA konstruiert, welche auf die Sequenz des achten Exons des humanen 
CD4 Rezeptors zielt. Für beide Nukleinsäurevarianten konnte ein signifikante 
Herabregulierung, sowohl der Gesamtexpression des CD4-Gens, als auch ein 
Splicing-Effekt nachgewiesen werden (Abb. 17). Die Verminderung von CD4+-Zellen 
konnte auf Oberflächenproteinebene für die Transfektion mit siRNA ebenfalls bestätigt 
werden (Abb. 18). Jedoch ist die Entfaltung dieses Effektes mitunter stark von dem 
verwendeten Transfektionsreagenz bzw. der Art und Weise, wie das funktionelle 
Oligonukleotid in die Zielzellen eingebracht wird, abhängig. Die Auswahl eines 
funktionell effektiven, aber auch möglichst wenig unspezifisch beeinflussenden 
Transfektionsagenz ist daher gerade bei der Adressierung von Immunzellpopulationen 
von großer Bedeutung. 
Zusammenfassend deuten die Resultate der vorliegenden in vitro Experimente auf 
eine signifikante Proliferationshemmung und Reduzierung der mRNA von 
Proliferationsgenen bei Verwendung bestimmter polykationischer bzw. magnetischer 
Nanopartikeln hin. Liposomale Nanopartikel scheinen eher eine Proliferationsinduktion 
zu unterstützen. Dies konnte in einem in vivo Modell der nanopartikulären AON 
Applikation bestätigt werden (Przybylski et al. 2017).  Darüber hinaus konnten für 
mindestens zwei AONs, CD4mu2 und CD28mu1, einzeln und in Kombination, der 
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gewünschte Effekt auf Splicing oder Gesamtexpression der Zielgene CD4 und CD28 
nachgewiesen werden. Es zeigte sich zudem eine inhibierende Wirkung auf pro-
inflammatorische Zytokine, so dass diese AONs zur Pathologie-spezifischen 
Immunsuppression im Rahmen einer GvHD Behandlung geeignet erscheinen. 
Nachfolgend wurden daher für weitere funktionelle in vivo Studien im murinen GvHD 
Modell diese vielversprechenden AONs auf ihre Effektivität und mögliche Toxizitäten 
hin getestet.  
 
4.2 Indirekte ex vivo Applikation zur Prävention der GvHD 
4.2.1 allogenes Tiermodell 
Zur Induktion der GvHD im Tiermodell wurde das beststudierte MHC-Mismatch Modell 
zur Auslösung von GvHD gewählt (Schroeder und DiPersio 2011). Die Verwendung 
von C57/Bl6 (H2b) Spendermilz- und Knochenmarks-Zellen in BALB/c (H2d) 
Empfängermäusen führt nicht nur zu einem Mismatch der MHC Komponenten, 
sondern auch zu einer Diskrepanz zwischen miHAs (minor histocompatibility antigens) 
und somit zu einer verstärkten Entwicklung von GvHD (Boieri et al. 2016). Für den 
teilhumanisierten Versuchsteil wurden dreifach transgene (triple transgenic; TTG-
Modell) Donortiere verwendet. Die Donortiere basieren auf einer Entwicklung von 
Strauß und Vignali, ursprünglich für die Untersuchung von Autoimmunerkrankungen 
verwendet (Strauss et al. 1994). Eine CD4/DR3 (DRw17) transgene Maus wurde mit 
dem B10.Q (H-2q) Stamm zurückgekreuzt, um eine Expression von humanen CD4+ 
und HLA-DR17, ein Antigenabkömmling von HLA-DR3, und einen knockout von 
murinen CD4+ zu erhalten. Fricke et al. nutzten diesen transgenen Stamm, um einen 
monoklonalen anti-humanen CD4 Antikörper zur Prävention von GvHD zu evaluieren 
(Fricke et al. 2014). Die Entwicklung der GvHD und das klinische Bild entsprach den 
Parametern des allogenen murinen Modells, sodass die Beurteilung des 
Krankheitsverlaufes entsprechend gleich verlief. Um die GvHD auszulösen, wurden 
die Tiere letal mit 0.4 Gy je Gramm Körpergewicht bestrahlt, jedoch mit nicht mehr als 
8 Gy. In einer früheren Studie konnte Oelkrug et al. zeigen, dass eine höhere 
Bestrahlungsdosis der transplantierten Tiere über 8 Gy zu kaum bis keiner Erholung 
der hämatopoetischen Stammzellen führt (Oelkrug et al. 2014).  
Zwölf Tage nach der Bestrahlung und Transplantation wurde in beiden Modellen ein 
Anwachsen der Zellen und nachfolgend ab ca. der dritten Woche die GvHD-
Entwicklung beobachtet. Die Behandlungsgruppe, welche mit einer Kombination aus 
Oligonukleotiden gegen murines CD4 und CD28 behandelt wurde, zeigte hierbei die 
vielversprechendsten Resultate, bspw. die höchste Gewichtszunahme im Vergleich zu 
den Kontrollen (Abb. 19). Während die unbehandelten Tiere nach Transplantation auf 
Grund der GvHD Entwicklung i.d.R. bis zum Tag 31 verstarben, überlebten eine 
signifikante Anzahl behandelter Tiere bis zum Finaltag des Experimentes. Diese 
Gruppen erreichten zwar im Versuchszeitraum ihr Ausgangsgewicht nicht wieder, 
wiesen aber eine durchschnittlich erheblich bessere klinische Erscheinung auf. Ein 
Tier der PEI-Kontrollgruppe (nur Transfektionssubstanz) überlebte ebenfalls bis zum 
Finale. Dieses wies keinerlei klinische Anzeichen einer GvHD-Erkrankung, so dass 
von einer fehlenden GvHD-Entwicklung auszugehen war (Schroeder und DiPersio 
 90 
 
2011). Da die Induktion der zu behandelnden Erkrankung bei diesem Tier nicht 
erfolgreich gelang, wurde dieses im Folgenden von den Analysen ausgeschlossen.  
Die generelle Auswirkung der myeoloablativen Bestrahlung ist ansonsten neben dem 
starken Gewichtsverlust auch am Rückgang der Leukozyten (Abb. 21) und der 
Abnahme der Immunzellpopulationen in den durchflusszytometrischen Analysen in 
allen Gruppen unabhängig der Behandlung zu erkennen. Ab den Tagen 12 - 14 setzte 
wie erwartet die Erythropoese ausgehend von den transplantieren Stammzellen der 
Spender ein, welche ein Zeichen der beginnenden Rekonstitution der Leukozyten ist. 
Der initiale Wert konnte dabei in keiner Gruppe erneut erreicht werden, jedoch wies 
die a-CD28 Behandlungsgruppe die größte Annäherung auf. Ebenfalls normalisierte 
sich das Verhältnis der CD4+ und CD8+ T-Zellen, nach einer Umkehr der Ratio am Tag 
14 (Abb. 23). Das Verhältnis von ca. 70-80% CD4+ Immunzellen und 20-30% CD8+ 
Immunzellen im gesunden Zustand konnte sich ab Tag 40 wieder einpendeln. Eine 
Veränderung des Verhältnisses von CD4+ und CD8+ Zellen spielt ebenfalls bei der 
Erkennung von anderen Autoimmunerkrankungen wie der Rheumatoiden Arthritis 
(Huang 2012) und Infektionskrankheiten wie Tuberkulose und HIV eine Rolle (Yin et 
al. 2015; McBride und Striker 2017). Eine geringe oder umgekehrte CD4+/CD8+ Ratio 
ist dabei ein Merkmal für eine veränderte Immunfunktion und ein Anzeichen einer 
aufkommenden Entzündung. Eine Normalisierung des berechneten Quotienten in 
allen Behandlungsgruppen spricht daher höchstwahrscheinlich für ein Abklingen der 
GvHD-Reaktion. Aktuell wird die CD4+/CD8+ Ratio nicht generell als klinischer 
Verlaufsparameter im GvHD Monitoring verwendet, bietet sich jedoch möglicherweise 
als ein sensibler Marker an. Dies müsste ggf. in einer humanen Kohorte überprüft 
werden. 
Für die präventive Wirkung konnte ein signifikant längeres Überleben der behandelten 
Gruppen im Vergleich zur unbehandelten GvHD-Kontrolle beobachtet werden (Abb. 
20). Im Vergleich zur nonsense AON behandelten PEI-Kontrollgruppe konnte auch für 
die Gruppen mit a-CD28 und die Kombination aus a-CD4 + a-CD28 AONs ein 
signifikant längeres Überleben dieser Tiere registriert werden. Des Weiteren ist ein 
unspezifischer positiver Effekt auf das Überleben durch die Transfektionssubstanz PEI 
alleine zu erkennen. Möglicherweise liegt also ein synergistischer Effekt von PEI und 
den applizierten funktionellen AONs vor.  
Der unspezifische, mutmaßlich immunsuppressive Effekt der Transfektionssubstanz 
deckt sich weiterhin auch mit Ergebnissen von in vitro Untersuchungen zur 
Beeinflussung der Proliferationsrate von PEI-AON in humanen PBMCs (Abb. 11). 
Hintergrund dieser unspezifischen Proliferations-inhibierenden und somit potentiell 
entzündungshemmenden Wirkung der Transfektions-Nanopartikel könnte in der 
erhöhten Endozytose-Rate liegen, welche wiederum die Proliferation beeinflussen 
könnte. Zu Beginn der Mitose kommt es zur Bildung des Spindelapparates. 
Gleichzeitig sinkt die endozytotische Aktivität der Zellen bzw. wird vorübergehend 
komplett eingestellt (Fürthauer und González-Gaitán 2009; Fielding und Royle 2013). 
Im Fall von Immunzellen ist die Proliferation darüber hinaus stark mit der Aktivierung 
der Zellen verknüpft (Chen und Flies 2013). Eine unspezifisch hemmende Wirkung auf 
Mitose und Proliferation der Zellen könnte daher auch die Aktivierung der GvHD-
relevanten TH1- und TH2-Zellen, und somit die Entwicklung der GvHD in unserem 
Tiermodell, zumindest verzögern (Przybylski et al. 2017). Möglicherweise spielt dieser 
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Mechanismus auch bei der Strahlen-protektiven Wirkung eine Rolle, welche für i.p. 
appliziertes PEI publiziert wurde. Verzweigtes PEI (25 kDa), welches sowohl in 
geringer als auch in hoher Dosis vor einer letalen Bestrahlung injiziert wurde, erhöhte 
signifikant das Überleben um bis zu 64% (Hu et al. 2013). Strahleninduzierte 
Zellschäden sind i.d.R. insbesondere auf direkte DNA Schäden zurückzuführen, wenn 
diese in sich schnell teilenden Zellen in wenig kondensierter Form vorliegt. Daher führt 
eine therapeutische Bestrahlung in Krebspatienten auch bevorzugt zum Versterben 
schnell teilender Tumorzellen, während langsam teilende gesunde Zellen geschont 
werden (Chen und Kuo 2017; Gianfaldoni et al. 2017). Die unspezifische Inhibierung 
der Zellteilung und Proliferation in Patienten mit Strahlenerkrankung könnte daher die 
Ursache des beobachteten protektiven Effektes sein. Die Höhe des Effektes sollte 
dann zukünftig mit der Gewebe-abhängigen und je nach Formulierung verschiedenen 
Nanopartikel-Aufnahmerate korrelieren. Entsprechende Untersuchungen liegen bisher 
jedoch noch nicht vor. 
Das klinische Erscheinungsbild der GvHD zeigt sich insbesondere an entzündeten und 
schuppigen Hautstellen sowie einer starken Gewichtsabnahme, was möglicherweise 
auf eine veränderte Darmflora hinweist. Als wichtiges sekundäres lymphatisches 
Organ ist die Milz für die Produktion von Lymphozyten und der Abwehr von Antigenen 
zuständig. Besonders interessant ist hierbei die Bildung der CD4+ und CD8+ 
Immunzellen und die daraus resultierende pro-inflammatorische Zytokinproduktion (Ju 
2014). Aufgrund dessen wurden in entnommenen Milz- und Dünndarmproben der 
finalisierten Tiere mittels real time PCR die Expression pro-inflammatorischer Zytokine 
analysiert (Abb. 25). Hierbei zeigte insbesondere Interferon γ, ein Zytokin, welches T 
Zellen aktiviert, eine signifikant verringerte Expression in der a-CD28 und kombinierten 
a-CD4 + a-CD28 AON Gruppe. Zusätzlich konnte eine signifikante Erniedrigung des 
GvHD-assoziierten Zytokins Interleukin 4 in den Milzen der a-CD28 AON Gruppe 
gemessen werden. TNFα und IL6 wiesen eine tendenzielle Erniedrigung in den beiden 
Gruppen auf. Im Dünndarm konnten ähnliche Werte entsprechend denen aus der Milz 
detektiert werden. Ebenfalls zeigten hier die a-CD28 AON Behandlungsgruppe und die 
Kombinationsgruppe die höchste signifikante Erniedrigung von Entzündungsmarkern 
wie IFNγ, IL2 und IL6. Der Einfluss auf die Zytokine IL2, ein T-Zell Wachstumsfaktor, 
und IFNγ spricht für eine Modulation der TH1 Zellen, welche eher mit der akuten Form 
der GvHD assoziiert sind (Henden und Hill 2015). Dies entspricht auch dem hier 
gewählten Tiermodell (Boieri et al. 2016). Generell korrelierte eine geringe Expression 
von Entzündungsmarkern auch mit einem verbesserten klinischen Erscheinungsbild 
(Gewicht, Fell, Bewegung).  
Zur Beurteilung der AON-Funktion und zur Unterscheidung eines möglichen Einflusses 
auf die Expression der Zielgene erfolgte die Analyse der Zielgen-Gesamtexpression, 
sowie der Exon-spezifischen Expression, zur Erkennung eines möglichen Effektes auf 
das Splicing der Transkripte. Die Gesamtexpression der Zielgene CD4 und CD28, 
welche an der Aktivierung der T-Zellen beteiligt sind, zeigte vor allem für CD28 eine 
Reduzierung in allen behandelten Gruppen in der Milz, einem sehr Immunzell-reichen 
Gewebe. Im Dünndarm konnte darüber hinaus in der a-CD28 + a-CD4 AON 
behandelten Gruppe eine signifikante Reduktion der gesamten Zielgenexpression von 
CD28 gemessen werden und ein Splicing-Effekt für CD28 in der a-CD28-AON Gruppe 
(Abb. 24).  
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Die zu erwartenden Ziele eines möglichen Splicing-induzierenden Effektes der AONs 
betreffen das Exon 8 von CD4 sowie das Exon 3 von CD28. Beide Exons kodieren 
jeweils die Transmembrandomänen der Rezeptoren. Ein Splicing dieser könnte daher 
zur Bildung einer löslichen Isoform führen. In der Milz der behandelten Gruppen und 
in der a-CD4-AON- und der Kombinationsgruppe im Darm, konnte allerdings keine 
Exon-spezifische Expressionserniedrigung beobachtet werden. Hintergrund ist 
möglicherweise auch der späte Probenentnahme-Zeitpunkt, entweder bei 
Euthanasierung der Tiere, also i.d.R. im maximalen Krankheitszustand, oder am 
finalen Experimenttag. Prinzipiell handelt es sich bei der Oligonukleotid-basierten 
Gentherapie um eine transiente Technologie. Während chemisch modifizierte 
Oligonukleotide, wie sie auch hier verwendet wurden, durchaus Wochen in einmal 
transfizierten Zellen verbleiben können (Helmig 2016), verdünnen diese sich bei jeder 
Teilung in eine Tochterzellgeneration. Ein Nachweis der genmodifizierenden Wirkung 
erscheint daher ca. 2 Monate nach Transfektion und Anwachsen der Zellen, und damit 
Proliferations-Induktion, eher unwahrscheinlich. Ein initialer Effekt auf das Splicing der 
Zielgene, wie dieser zum Teil in vitro beobachtet wurde, ist daher nicht 
auszuschließen. Gegebenenfalls sollte ein entsprechendes Experiment mit früherer 
Probenentnahme durchgeführt werden, welches jedoch voraussichtlich die Euthanasie 
des Versuchstieres am Tag der Entnahme erfordert.  
In der vorliegenden Arbeit konnte ein additiver, vorteilhafter Effekt der kombinierten 
Gabe von a-CD4 mit a-CD28 AONs beobachtet werden. Dies wurde in der Klinik 
mittels einer kombinierten Gabe mehrerer Splicing-induzierender Oligonukleotide für 
die Behandlung von Duchenne Muskeldystrophie Patienten erprobt. Neben dem Exon 
51, welches nur bei 13%-14% der Patienten die fragliche Stopp-Codon Mutation trägt, 
werden mittlerweile parallel auch die Exons 45 und 53 anvisiert (Aartsma-Rus et al. 
2017). Allerdings wiesen Niks et al. eine geringere in vivo Effizienz für das exon 
skipping nach, wenn zwei AONs gleichzeitig eingesetzt wurden, welche höhere Dosen 
erforderlich machte (Niks und Aartsma-Rus 2017). Dieser Effekt konnte in diesem 
Modell nicht bestätigt werden. 
Um den Einfluss der wirksamen AONs auch histologisch zu untermauern, wurden die 
GvHD-relevanten Zielgewebe Haut und Dickdarm mittels einer HE-Färbung 
untersucht. In Abbildung 26 sind neben den Querschnitten eines GvHD kranken und 
gesunden Tieres des Dickdarms auch Schnitte der Behandlungsgruppen mit a-CD4 
und a-CD28 AON gezeigt. Nach Lerner et al. entsprachen die verringerte Darmwand 
und das Fehlen der Krypten den Merkmalen einer GvHD Erkrankung in der Klinik 
(Lerner et al. 1974). Die mit AON behandelten Gruppen zeigten hier ein dem gesunden 
Tier ähnliches Bild mit einer intakten Darmwand und ausgeprägten Krypten. Dies 
untermauert auch die Ergebnisse in dem signifikanten Überleben und der erniedrigten 
Expression von GvHD-relevanten Entzündungsmarkern im Darm der mit wirksamen 
AON behandelten Gruppen. Die histologische Untersuchung der Haut (Abb. 27) 
konnte ebenfalls eine Verbesserung der Hautschädigungen in den behandelten 
Gruppen mit a-CD28 und a-CD4 + a-CD28 AON gegenüber dem klinisch kranken Tier 
aufweisen. Diese Resultate korrelieren mit den Expressions- und Überlebensdaten. 
Zusätzlich wurde die Neu-Entwicklung von Blutzellen nach der Transplantation im 
Knochenmark mittels einer AZAN Färbung analysiert. Die nonsense AON PEI-
Kontrollgruppe in Abb. 28 zeigte hierbei eine leichte Erhöhung von Erythrozyten im 
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Vergleich zum klinisch kranken Tier. Eine stärkere Neubildung von Erythrozyten war 
in der mit a-CD4 AON behandelten Gruppe zu sehen. Dies korreliert auch mit der 
erneuten Zunahme von Leukozyten im Differentialblutbild und damit dem erfolgreichen 
Anwachsen der Spenderzellen.  
 
4.2.2 Transgenes Tiermodell 
Zur Funktionstestung eines entwickelten Therapeutikums ist es oft notwendig, diese 
zusätzlich in humanisierten Tiermodellen durchzuführen. Im Falle von Therapeutika, 
welche in komplexe immunologische Prozesse eingreifen, ist es unabdingbar, humane 
Rezeptoren und die damit verbundenen Reaktionen beobachten zu können. Selbst der 
minimalste Unterschied in der Molekülstruktur könnte bekannterweise zu schweren 
Komplikationen führen. Im Jahr 2006 löste der von Tegenero Immuno Therapeutics 
entwickelte monoklonale Antikörper, gerichtet gegen CD28, in der klinischen Phase I 
einen schweren Zytokinsturm in sechs Patienten aus, der später zu einem 
systemischen inflammatorischen Response-Syndrom führte (Suntharalingam et al. 
2006). In den Tierversuchen mit Makaken waren diese Reaktionen nicht absehbar. 
Spätere Untersuchungen wiesen jedoch einen geringfügigen Unterschied in der 
räumlichen Konformation des CD28 Rezeptors zwischen Mensch und Versuchstier 
auf, welcher beim Menschen zu einer stärkeren Bindung an CD28 führte und somit 
eine verstärkte Aktivierung der T-Zellen auslöste (Suntharalingam et al. 2006). 
Daher wurde in der vorliegenden Arbeit auch ein CD4+ transgenes Modell (TTG) 
verwendet, um die Effizienz eines humanen a-CD4 Oligonukleotids zu untersuchen. 
Das dreifach transgene Mausmodell basiert auf Spendertieren mit einem humanen 
CD4+ Rezeptor und einer Deletion des murinen CD4 und einem humanisierten HLA-
DR17-Molekül. Neben einem AON gegen humanes CD4 wurde auch eine a-CD4 
siRNA in den vorliegenden Versuchen eingesetzt. Beide Oligovarianten wiesen in vitro 
eine signifikante Herabregulierung der CD4 Gesamtexpression und ein Splicing Effekt 
des CD4 Gens für das AON auf (Abb. 17). Die untersuchte siRNA zeigte zusätzlich 
eine Reduzierung der CD4+ Oberflächenproteine (Abb. 18).  
Im Vergleich zur Literatur (Fricke et al. 2014) und den Erfahrungen mit dem allogenen 
murinen GvHD-Modell setzte direkt nach der Bestrahlung der Empfängertiere ein 
ungewöhnlich starker Gewichtsverlust ein, welcher sich zwar ab Tag 9 etwas erholte, 
jedoch verstarben die Tiere, bevor ein Unterschied zwischen den Gruppen analysiert 
werden konnte. Im Vergleich zum rein murinen Modell setzte eine Erholung der 
Leukozyten erst nach Tag 12 wieder ein. Die Ausgangswerte wurden jedoch nicht 
erreicht. Dies zeigte sich auch an dem klinisch schlechteren Zustand der Tiere. Der 
niedrige Leukozytenwert erklärt auch die geringe Menge an CD3+ und CD19+ Zellen 
in der durchflusszytometrischen Analyse. Es konnte jedoch gezeigt werden, dass 
kaum murine CD4+ Zellen vorlagen. Im Gegensatz dazu konnten beinahe 
ausschließlich humane CD4+ Zellen gemessen werden. Zusätzlich zu den humanen 
CD4+ Zellen ergab die Detektion des spezifischen Spender HLA-Markers einen 
Chimerismus von über 95%, was für eine sehr gute Aufnahme des Transplantates 
spricht, welcher auch nicht durch die Behandlung des Transplantates mit 
Transfektionssubstanz und Oligonukleotiden negativ beeinflusst wurde (Abb. 33). Die 
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eingesetzten spezifischen AON und siRNA zeigten dennoch einen leicht positiven 
Effekt auf den Verlauf der GvHD in diesem gewählten Tiermodell. Die spezifisch 
behandelten Gruppen zeigten ein signifikant längeres Überleben gegenüber der PEI-
Kontrollgruppe (Abb. 30). In der Studie von Fricke et al. wiesen alle Gruppen im 
Versuch, auch die unbehandelten Kontrollen, ein längeres Überleben im Vergleich zu 
dem hier diskutierten Tierversuch auf (Fricke et al. 2014). Trotz vergleichbarer 
Durchschnittsgewichte der Empfängertiere vor Versuchsbeginn konnte eine genaue 
Ursache dafür nicht ermittelt werden. Auffällig war jedoch, dass sich die 
Leukozytenanzahl erst am Tag 26 wieder erholte und nicht wie im allogenen Modell 
bereits an Tag 12. Diese Verzögerung könnte auf eine unspezifisch erhöhte Belastung 
der Tiere, aber auch auf eine gestörte bzw. verlangsamte Hämatopoese der 
transplantierten Stammzellen hinweisen und somit auf eine schlechtere Rekonstitution 
der allgemeinen Fitness und erhöhte Anfälligkeit der BALB/c-Empfängertiere 
gegenüber der Entwicklung von GvHD. Das schlechtere Anwachsen könnte zusätzlich 
mit der eingesetzten Strahlendosis von max. 8 Gy zusammenhängen. Während im 
allogenen Modell die murinen Spenderzellen schnell und erfolgreich anwachsen, 
scheinen die transgenen Spenderzellen zwar gut, aber langsamer anzuwachsen. In 
der Literatur wurde eine Spanne von 6-8 Gy zur erfolgreichen Myeloablation murinen 
Knochenmarks angeben (Oelkrug et al. 2014). Soweit beurteilbar, zeigte sich dennoch 
unter a-CD4 AON Behandlung im nicht optimierten teilhumanisierten Modell ein 
verlängertes Überleben gegenüber den Kontrollgruppen. Die erhöhte Menge an AON 
(20 µg) scheint sich zusätzlich positiv auf das Überleben auszuwirken. Die signifikante 
Erniedrigung der pro-inflammatorischen Zytokine IL2 in der a-CD4 AON Gruppe (Milz) 
und IFNγ der a-CD4 siRNA Gruppe (Darm) spricht ebenfalls für einen generell 
positiven Effekt. Wiederholungsversuche mit einem weiterhin optimierten Modell, 
bspw. in punkto der Bestrahlungsdosis auf max. 6 Gy, eine möglichst schonende 
Intervention an den Tieren im Verlauf des Experimentes (ggf. Verzicht auf 
Blutentnahme) und die Verwendung älterer, robusterer Tiere und mit einer höheren 
Tieranzahl könnten diese Ergebnisse weiter bekräftigen. Generell ist jedoch die für die 
funktionelle in vivo Evaluierung human-spezifischer Gentherapeutika ein 
(teil)humanisiertes Modell kaum ersetzbar. 
 
4.3 Therapeutischer anti-GvHD Oligonukleotid-basierter Ansatz 
(in vivo Applikation) 
Um neben dem präventiven Ansatz auch einen möglichen direkten therapeutischen 
Einsatz der eingesetzten AONs zu untersuchen, wurden in mehreren Vorversuchen 
diverse Applikationsschemata im Tiermodell getestet. Diese Versuche dienten der 
Evaluierung des bestmöglichen Schemas, welches dann die Grundlage für weitere 
Versuche mit höherer Gruppenstärke bildete. Ausgehend von dem schon zuvor 
verwendeten allogenen Modell wurde hierbei das Transplantat nicht vorbehandelt, 
sondern es erfolgte die potentiell therapeutische Intervention zu verschiedenen 
Zeitpunkten nach Induktion einer GvHD. In den ersten Vorversuchen erfolgte hierbei 
die Applikation ab Tag 14 bzw. 19 nach der Stammzelltransplantation über 2 Wochen, 
3-mal wöchentlich. Während die nicht-behandelte, GvHD induzierte Kontrollgruppe im 
Überleben in etwa dem bekannten Verhalten der vorherigen Versuche entsprach, 
ergab sich überraschend ein deutlicher Trend zum verringerten Überleben der 
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unspezifisch nur mit Transfektionssubstanz und nonsense AON injizierten Tiere (Abb. 
35). Darüber hinaus gab es keine signifikante Verbesserung des Überlebens für mit a-
CD4 behandelte Tiere unabhängig vom Applikationsschema (vgl. Abb. 20). Zwar 
könnte dies mit der schon erwähnten geringeren in vivo Effizienz bei höheren AON 
Dosen zusammenhängen, welche in der Literatur beschrieben wurde (Niks und 
Aartsma-Rus 2017), jedoch ergab sich auch keine klinische Verbesserung bei 
Verdoppelung der Dosis von 10 auf 20 µg AON.  
Eine mögliche Erklärung könnte der späte Injektionsstart sein. Da sich die GvHD 
erfahrungsgemäß ab Tag 12 entwickelt, konnten ausreichend T-Zellen aktiviert 
werden, sodass eine Entwicklung der GvHD nicht mehr unterdrückt werden konnte. 
Der Start der i.p. AON-Injektion wurde daher in den folgenden Versuchen zeitgleich 
zur Stammzelltransplantation gelegt und entweder 1 x pro Woche oder 3 x pro Woche 
durchgeführt. Tiere, die ab Tag 0 einmal wöchentlich mit a-CD4 AON appliziert wurden 
(10 µg), wiesen ein signifikant längeres Überleben gegenüber der nonsense AON-PEI, 
GvHD-induzierten Kontrolle auf (Abb. 36, p vs.PEI-Ko = 0,0017). 
Auffällig im Rahmen des Versuches war jedoch der überraschend schlechte klinische 
Verlauf der Tiere, welche mit a-CD4 und a-CD28 AON behandelt wurden, insgesamt 
also der doppelten AON- (20 µg) und PEI-Menge. Diese Tiere wiesen neben 
Anzeichen der GvHD in gehäufter Anzahl auch Aszites auf, ein mögliches Zeichen 
unspezifischer toxischer Effekte, welches im Rahmen einer GvHD Erkrankung in der 
Regel nicht auftritt. Eine höhere Konzentration an PEI ist auch in der Literatur als 
toxisch bekannt und sollte dahingehend auch berücksichtigt werden (Breunig et al. 
2007).  
Vergleichend zur präventiven ex vivo Behandlung zeigte sich, wie erwartet, auch in 
den in vivo behandelten Tieren ein starker Abfall der Leukozyten nach der Bestrahlung 
an Tag 5 (Abb. 37). Jedoch konnte kaum eine Erhöhung der Leukozytenanzahl 
gemessen werden, was sich mit dem generell schlechten klinischen Erscheinungsbild 
deckt. Die Untersuchung der Zytokinexpression in Milz und Dünndarm ergab 
interessanterweise für die Kombinationsgruppe mit doppelter AON Menge eine 
signifikante Herabregulierung des pro-inflammatorischen Zytokins IL4 in der Milz und 
eine tendenzielle Erniedrigung der restlichen Zytokine, was sich mit den Ergebnissen 
des ex vivo Versuches deckt (Abb. 39). Die Erniedrigung von IL4, einem TH2 
spezifischen Zytokin, wurde speziell in Patienten mit chronischer GvHD nachgewiesen 
(Henden und Hill 2015). Insgesamt unterstützen diese Ergebnisse jedoch die 
Annahme, dass der schlechte klinische Zustand der Tiere eher toxischen als 
inflammatorischen Ursprungs war. Die Gesamtexpression der Zielgene, CD4 und 
CD28, wies ebenso eine deutlich reduzierte mRNA Expression sowohl in der Milz als 
auch im Darm auf (Abb. 38). Eine signifikante Induktion des alternativen Splicings von 
CD4 und CD28 konnte weder in der Milz noch im Darm gemessen werden. Dieses 
Ergebnis scheint die Vermutung zu bestätigen, dass zu einer erfolgreichen T-Zell-
Inaktivierung das Ausschalten der beiden wichtigen ko-stimulatorischen Rezeptoren 
CD4 und CD28 nötig ist.  
Durch das Entstehen der Aszites kann jedoch eine endgültige differentierte Aussage 
über den Erfolg des therapeutischen Ansatzes noch nicht erfolgen. Da i.p. applizierte 
Substanzen insbesondere im Bauchraum verteilt werden und die AONs durch ihre 
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chemische Modifikation und die Komplexierung mit den polykationischen 
Nanopartikeln besonders abbaustabil sind, spielt hier möglicherweise die theoretisch 
länger andauernde Exposition der im peripheren Darmgewebe befindlichen 
Lymphozyten eine Rolle. Zur Ermittlung der genauen Kinetik des Effektes sind jedoch 
zusätzliche Experimente, bspw. mit gestaffelter Applikation und Auslassversuchen, 
unabdingbar. 
 
4.4 Biodistribution applizierter Oligonukleotide 
Für die Effizienz funktioneller Oligonukleotide ist nicht nur die eigentliche Sequenz, 
sondern auch die erfolgreiche Aufnahme der Substanzen in die Zellen, ein minimierter 
extra- und intrazellulärer Abbau und im Falle von komplexierten Substanzen die 
effiziente intrazelluläre Freisetzung von entscheidender Bedeutung. Dies zeigte sich 
auch in unseren Studien am Beispiel des funktionellen CD4 Antikörpers MAX.16H5 
IgG1 (Emmrich et al. 1991), verknüpft an Nanopartikel und komplexiert mit einer 
humanen a-CD4 siRNA, welche spezifisch von den CD4+ T-Zellen aufgenommen 
wurde (Abb.44). Gegenüber dem PEI-IgG1 Kontroll-Antikörper wurde eine signifikant 
erhöhte Distribution des siRNA/CD4 Antikörper-Komplexes von ca. 30% speziell im 
Knochenmark nach 24h detektiert. Der funktionelle Antikörper, spezifisch für den 
Oberflächenrezeptor CD4, ist dabei mittels Polyethylenglykol-Linker (PEGylierung) an 
PEI gekoppelt. Der Antikörper wiederum wurde bereits erfolgreich in präklinischen 
Studien zur Behandlung von GvHD eingesetzt und ist dafür bekannt, den CD4-
Rezeptor zu blockieren, aber nach der Bindung nicht zu stimulieren. Die Bindung 
erfolgt dabei CD4 Epitop-spezifisch (Fricke et al. 2014) und verbindet somit neben der 
blockierenden Wirkung (selbst aktiver Wirkstoff) auch die Funktion der Distribution 
(targeted delivery). Die Distribution der siRNA konnte hiermit erfolgreich überprüft 
werden. Um den maximalen Verbleib des funktionellen Oligonukleotids im Zielgewebe 
zu ermitteln, sollten weitere Versuche über einen längeren Zeitraum noch erfolgen. 
In vitro Transfektionseffizienzen korrelieren jedoch nicht zwangsläufig mit der Effizienz 
der in vivo Aufnahme funktioneller Oligonukleotide in das Zielgewebe bzw. die 
Zielzellen. Somit sind Verteilungsstudien in vivo unabdingbar, um die Effizienz, oder 
einen Mangel daran, umfänglich beurteilen zu können (Matsuura et al. 2003). Um 
einen ersten Anhalt über die Biodistribution bzw. Gewebeverteilung der primär 
verwendeten PEI-Variante zu erhalten, wurde zunächst die Verteilung der 
Nukleinsäure-Komplexe in vivo in Wildtypmäusen untersucht. Kationische Polymere 
wie PEIs werden vielversprechend und mehrheitlich in vitro für den Transfer von 
Nukleinsäuren eingesetzt, allerdings können sie ebenfalls in vivo effizient verwendet 
werden (Ewe et al. 2017; Jeudy et al. 2008; Höbel und Aigner 2013). Neben Vorteilen 
wie der einfachen und kostengünstigen Herstellung sowie der geringen 
Immunogenität, können eine mögliche Toxizität und eine geringe gewebespezifische 
Effizienz, vor allem unter in vivo Bedingungen problematisch sein. Interessante 
Möglichkeiten zur Verbesserung dieser Problematik bieten jedoch relativ einfach zu 
realisierende chemische Modifikationen. Die Aminosäure Tyrosin erscheint ein 
geeigneter Kandidat zur Addition an das polymere PEI. Tyrosin bietet eine optimale 
Balance zwischen hydrophoben und hydrophilen Eigenschaften um für die zelluläre 
Aufnahme vorteilhaft zu sein (Wang et al. 2016). In einer Studie von Ewe et al. wurden 
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PEI-Tyrosin Modifikationen mit unterschiedlichen Molekulargewichten untersucht und 
es konnten geringe Toxizitäten, hohe Biokompatibilität sowie erhöhte 
Transfektionseffizienzen für einige Varianten nachgewiesen werden (Ewe et al. 2016). 
Neben dem unmodifizierten und den Tyrosin-modifizierten PEIs wurde zusätzlich der 
schon erwähnte funktionelle CD4 Antikörper (MAX.16H5 IgG1), gekoppelt an PEI über 
PEGylierung, als potentielles targeted delivery System verwendet. 
Die modifizierten PEIs bewirkten eine höhere Transfektionsrate in der Leber im 
Vergleich zum unmodifizierten PEI (PEI-F25) (Abb. 42). Auch in der Literatur zeigte 
sich bspw. bei Malek et al. die höchste Aufnahme von PEGylierten PEI-siRNA 
Komplexen vorrangig in der Leber und Milz (Malek et al. 2009) und Lipopolyplexe 
komplexiert mit siRNA wiesen ebenfalls in der Leber die höchste Biodistribution auf 
(Ewe et al. 2017). Interessanterweise wiesen außerdem alle eingesetzten 
Nukleinsäure-PEI-Komplexe eine hohe Transfektionsrate in der Lunge auf. Die 
höchste Aufnahme lag für PEGyliertes PEI modifiziert mit funktionellem aCD4-
Antikörper und dem PEI-IgG vor (Abb. 40). Die PEGylierung des PEIs scheint generell 
eine wichtige Rolle zur Aufnahme der Partikel, der Komplex-Stabilität und Effizienz zu 
spielen. Merkel et al. erzielten mit PEGyliertem PEI komplexiert mit siRNA eine erhöhte 
Aufnahme in der Lunge im Vergleich zu nicht PEGyliertem PEI (Merkel et al. 2009). 
Zusätzlich schützt die Transfektions-Chemikalie die Nukleinsäuren vor der 
Degradation in vivo. Lipka et al. konnten einen Schutz bis zu 8h nach Applikation in 
die Lunge nachweisen. Dies ist insbesondere für weniger intrinsisch stabile 
Oligonukleotide wie unmodifizierte siRNAs relevant. Auch nach 24h zeigte sich eine 
vergleichbar hohe Detektionsrate (Lipka et al. 2016). In unseren Studien zeigte sich 
allerdings eine deutlich bessere Aufnahme von PEI-AON Komplexen im Vergleich zu 
PEI-siRNA Komplexen nach 24h, sowohl nach i.p. als auch i.v. Applikation. 
Möglicherweise ist dies auf den schnelleren Abbau der siRNA zurückzuführen, 
während es sich bei den eingesetzten AONs um chemisch modifizierte 2´O-methyl 
PTO-AON handelt. Diese Variante wird nachweislich länger vor zellulärem Abbau 
geschützt als unmodifizierte siRNA (Kole et al. 2012).  
Auch bietet die reduzierte Oberflächenladung der Tyrosin-modifizierten PEIs 
vermutlich eine längere Halbwertszeit im Blutkreislauf und somit einen weiteren Vorteil 
in der therapeutischen in vivo Anwendung (Ewe et al. 2016). Die PEGylierung des PEIs 
führte mutmaßlich zu einer gesteigerten Aufnahme vorrangig in der Lunge und zeigt 
ebenfalls eine längere und höhere Verweildauer im Blut als nicht PEGylierte PEIs 
(Merkel et al. 2009).  
 
Weitere Gewebe, welche durch die hier untersuchten modifizierten PEI-Komplexe gut 
erreicht werden konnten, waren Knochenmark (Abb. 41) und in geringerem Maße auch 
Dünndarm (Anhang Abb. 66 - 67). In einer aktuellen Studie zur Distribution von Lipid-
Nanopartikeln und DNA konnten in vivo im Mausmodell ebenfalls im Knochenmark 
Nanopartikel nachgewiesen werden (Paunovska et al. 2018). Frühere Studien mit 
Aledronat-konjugierten Nanopartikeln konnten 24h nach i.p. Injektion in NOD/SCID-
Mäusen vorrangig in Knochenmark, Milz und Rückenwirbel nachgewiesen werden. 
Ziel dieser Studie von Swami et al. war die Entwicklung spezieller polymerer 
Nanopartikel in Verbindung mit Antikrebs- und knochenstimulierenden Therapeutika, 
welche gezielt den Knochen ansteuern, um in Knochen angesiedeltem Krebs zu 
behandeln (Swami et al. 2014). Ebenfalls konnten Harris et al. eine bis zu 40% 
 98 
 
Verteilung ihres Nanopartikel-DNA-Komplexes im Knochenmark nach 6h detektieren. 
Kationische Polymer-Nanopartikel wurden mit poly(Glutaminsäure)-basierten 
Peptiden bestückt, mit einem Luciferase-DNA-Plasmid komplexiert und i.v. injiziert. 
Insbesondere mit einem stark erhöhten Überschuss an Peptiden gegenüber der DNA 
(20:1 Peptid:DNA Ratio) verteilten sich die Nanopartikel im Knochenmark (Harris et al. 
2010). Vor allem in der Entwicklung von Oligonukleotiden (siRNA und miRNA) zur 
Behandlung von gastrointestinalen Erkrankungen wie Inflammatory bowel disease 
wurden Nanopartikel entwickelt die speziell an die Oberfläche der entzündeten 
Darmschleimhaut akkumulieren und so den Ort der Entzündung gezielter erreichen 
(Guo et al. 2016). Es wurden unter anderem dabei Liposomen (Peer et al. 2008), 
Polysaccharid-basierte Partikel (Xiao et al. 2014), Calciumphosphat/Polymer-basierte 
Partikel (Frede et al. 2016) und PEI-basierte Nanopartikel (Varkouhi et al. 2010) 
entwickelt. Die Distribution der hier untersuchten PEI-Komplexe in Knochenmark und 
Dünndarm, ist daher besonders interessant, da beide Gewebe, Ziel zahlreicher 
therapeutischer Ansätze sind. Eine gezielte Behandlung einer aufkommenden GvHD 
könnte daher zukünftig zusätzlich untersucht werden.  
Zu bemerken ist an dieser Stelle auch, dass die Oligonukleotide im Rahmen der 
vorliegenden Studien mittels Durchflusszytometer, und somit explizit intrazellulär 
detektiert wurden. Die Messung von radioaktiv markierten Oligonukleotiden über 
Szintillation muss jedoch vorsichtiger betrachtet werden, da freie degradierte siRNA 
die Messungen verfälschen kann (Malek et al. 2009). 
Neben der chemischen Modifizierung der Transfektions-Chemikalie können auch die 
Oligonukleotide selbst weiter modifiziert werden, um ihre Biodistribution zu 
beeinflussen. Niks et al. konnten zeigen, dass eine Formulierung von AONs in einer 
hochkonzentrierten Hexose-Lösung die Aufnahme und das exon skipping-Level 
erhöhten. Ebenso wurde eine erhöhte Aufnahme der AONs durch eine Kopplung von 
Aminosäuren, z.B. Arginin, erreicht (Niks und Aartsma-Rus 2017). Inwieweit sich eine 
Kombination beider Ansätze, die Komplexierung modifizierter Polymere mit 
modifizierten AONs, auf die Biodistribution und am Ende auf die Gesamteffizienz 
auswirken würde, bleibt zu untersuchen. 
 
4.5 Untersuchung unspezifischer Toxizität nach in vivo Applikation  
 
Aufgrund der vermuteten unspezifischen toxischen Effekte mit Aszites wurde 
nachfolgend und in zusätzlichen Versuchsreihen das Serum der Tiere auf allgemeine 
sowie Leber- und Nieren-toxische Parameter hin untersucht. 
Auffallend war eine Erhöhung des lebertoxischen Parameters ASAT (Aspartat-
Aminotransferase) nach AON Applikation unabhängig von einer Komplexierung mit 
PEI (Abb.45). Kamola et al. untersuchten die Lebertoxizität von antisense 
Oligonukleotiden mit Phosphorothioat-Rückgrat und verschiedenen 
Zuckermodifikationen. Dabei wurden insbesondere von PTO-AONs ausgelöste 
Entzündungen und eine Erhöhung von ASAT und ALAT Werten festgestellt (Kamola 
et al. 2017). Die Leberschädigung ist bekannt als ein Downstream-Effekt der 
immunstimulatorischen Natur der AONs, welche von Sequenz zu Sequenz variiert. 
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Dies wird auch durch eigene Untersuchungen gestützt. In diesen Versuchen wies der 
ALAT-Wert (Alanin-Aminotransferase) keine Erhöhung auf. Dies liegt mutmaßlich 
daran, dass Mäuse als reine Herbivore mit geringer Aufnahme von Nahrungsprotein 
bei Lebervergiftungen generell eher einen erhöhten ASAT-, aber nicht ALAT-Wert 
aufweisen (Moritz et al. 2014). Zukünftig bieten sich hier Versuche mit Ratten als 
Omnivore möglicherweise besser an (Niks und Aartsma-Rus 2017).  
Die toxischen Auswirkungen stehen bekannterweise in Zusammenhang mit der 
spezifischen chemischen Klasse der AONs und jede Klasse besitzt ein eigenes 
spezielles toxisches Profil. Sogenannte LNAs, locked nucleic acid gapmers, zeigten in 
Studien nur eine geringere Lebertoxizität. Auch eine Sequenz-spezifische Toxizität ist 
zu beobachten. Daher ist die Auswahl der anvisierten Sequenz von immenser 
Bedeutung. So weisen PMO AONs (Morpholino Modifikation) im Vergleich zu PTO- 
AONs eine geringere systemische Toxizität auf (Frazier 2015; Godfrey et al. 2017). 
Daher sollten chemische Struktur neben der spezifischen Sequenz zukünftig immer 
bei Studien mit therapeutischen Oligonukleotiden berücksichtigt werden.  
Neben der chemischen Struktur der Oligonukleotide besitzt wie bereits erwähnt auch 
die Transfektions-Chemikalie einen Einfluss auf die mögliche Toxizität. 
Zukunftsträchtige Modifizierungen mit geringeren toxischen Auswirkungen scheinen 
PEGylierungen zu sein. In der Studie von Merkel et al. wiesen PEGylierungen von      
20 kDa oder höhermolekulares PEI einen wesentlich geringeren lebertoxischen Effekt 
auf (Merkel et al. 2009). Modifizierungen von niedermolekularem PEI mit Tyrosin 
wiesen neben erhöhter Komplexstabilität und Aufnahmeeffizienz auch eine geringe 
Toxizität auf. Eine Leber- oder Nierentoxizität konnte bei diesen Modifizierungen bisher 
nicht nachgewiesen werden. Zudem zeigten sie ebenfalls eine gute Verträglichkeit im 
in vivo Modell (Ewe et al. 2016). Die geringere hydrophobe Oberfläche des Tyrosin-
Nanopartikels scheint die Zellmembran weniger anzugreifen und zu zerstören (Creusat 
et al. 2010). Andere Studien demonstrierten ebenfalls eine geringere Toxizität und 
erhöhte Biokompatibilät von tyrosinmodifizierten Polymeren (Bourke und Kohn 2003). 
Da ein höheres Molekulargewicht von PEIs oft als kritisch in Bezug zur Toxizität 
gesehen wird (Fischer et al. 2003), und ein Zusammenhang zu PEI-Derivaten 
bestehen kann, wurde sich auf Tyrosinderivate von niedermolekularen PEIs 
konzentriert. Studien in anderen Tiermodellen konnten unterschiedliche Effekte zeigen 
und die verschiedenen PEI-Modifizierungen sollten in zukünftigen Studien weiter 
analysiert werden (Ewe et al. 2016). Neben PEGylierungen zeigten auch 
PASylierungen eine vielversprechende Effizienz und geringe Toxizität. 
Polypeptidketten aus Prolin-, Alanin- und Serinsequenzen (= PAS) weisen ähnliche 
Eigenschaften wie PEGylierungen auf, können jedoch direkt auf genetischer Ebene 
mit einem therapeutischen Protein fusioniert werden und über geeignete 
Expressionssysteme produziert werden. Weiterhin weisen PASylierte Peptide eine 
hohe Serumstabilität und verminderte Toxizität bzw. Immunognität in vivo auf. Ein 
weiterer Vorteil ist die leichte Abbaubarkeit der Sequenz, weswegen eine toxische 
Akkumulierung in Organen vermieden werden kann (Schlapschy et al. 2013). Daher 
könnte diese Form der Modifizierung auch für Oligonukleotide bzw. deren polymere 
Komplexe von Interesse sein. 
Zusammenfassend zeigen die Ergebnisse dieser Arbeit, dass funktionelle 
Oligonukleotide, gerichtet gegen stimulierende T-Zellrezeptorgene, eine 
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vielversprechende Anwendung darstellen. Insbesondere die kombinierte Adressierung 
von CD4 und CD28 wies vor allem in der ex vivo Applikation im präklinischen GvHD 
Modell einen signifikant positiven Effekt auf das Überleben und die Symptome der 
Versuchstiere auf. Das Transfektionsreagenz PEI in der verwendeten Variante mit 
niedrigerem Molekulargewicht scheint zusätzlich den anti-GvHD Effekt unspezifisch zu 
unterstützen und zeigt somit neben der Carrier-Funktion eigene Effekte. Dies wurde 
auch durch Reduktion von pro-inflammatorischen Zytokinen und einer gewissen 
Erholung des Blutbildes nach Behandlung bestätigt werden. Ferner wiesen die 
erfolgreich behandelten Tiere geringere histologische Schäden in den GvHD-
relevanten Organen wie Haut und Darm auf.  
Erste Ergebnisse in einem CD4 humanisierten transgenen präklinischen Modell 
bestätigen den positiven Effekt von anti-CD4 Oligonukleotiden auf die GvHD-
Entwicklung. 
Allerdings ist bei der in vivo Anwendung zu therapeutischen Zwecken auf 
unspezifische toxische Effekte zu achten, welche möglicherweise durch die chemische 
Modifikation der genutzten Oligonukleotide hervorgerufen werden.  
Die Untersuchung der Gewebeverteilung verschiedener Polymer-Oligonukleotid-
Komplexe nach in vivo Injektion zeigte außerdem eine favorisierte Aufnahme in die 
Lunge und zu einem geringeren Anteil auch in die Leber. Vielversprechende 
Aufnahmeraten wurden ebenfalls im GvHD-relevantem Knochenmark erreicht, 
insbesondere auch für einen anti-CD4 Antikörper-gekoppeltem PEI-AON-Komplex. 
Auch Tyrosin-modifizierte PEIs erwiesen sich als vielversprechende Variante, sowohl 
im Hinblick auf eine effiziente Transfektion, als auch angesichts einer bekannterweise 
geringeren Toxizität gegenüber unmodifizierten PEIs. Neben der Selektion einer 
geeigneten funktionellen Sequenz und der Validierung des therapeutischen Konzeptes 
als proof-of-principle in vitro sollten daher anschließend immer die Effizienz, Toxizität 
und zielgerichtete Biodistribution unter Verwendung verschiedener Spezies in vivo 
evaluiert werden, bevor ein Oligonukleotid-basierter therapeutischer Ansatz in eine 
klinische Anwendung übertragen werden kann. 
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Die Graft-versus-host-Disease (GvHD) zeichnet sich dadurch aus, dass bei einer 
Transplantation des Knochenmarks die transplantierten Zellen des Donors das 
Gewebe des Empfängers ähnlich einer Abstoßungsreaktion angreifen. Zunächst wird 
der Patient bestrahlt um eine Nische für das anwachsende Transplantat zu schaffen. 
Die GvHD ist eine relativ häufige unerwünschte Nebenwirkung der 
Stammzelltransplantation, die in der Regel durch konservative immunsuppressive 
Behandlung, z.B. mit Kortikosteroiden, therapiert wird. Zusätzlich zu den gängigen 
Behandlungsmethoden werden gentherapeutische Ansätze diskutiert. 
Diese beruhen u.a. auf der Inaktivierung reifer T-Zellen des Spenders, welche Gewebe 
als fremd erkennen und schwere Entzündungen hervorrufen. Die Aktivierung der T-
Zellen erfolgt über die Bindung des CD4-Moleküls und des ko-stimulatorischen 
 102 
 
Rezeptors CD28 an den MHCII Komplex von antigenpräsentierenden Zellen des 
Empfängers. 
In der vorliegenden Arbeit wurde ein gentherapeutischer Ansatz gewählt, um die 
Funktionalität der CD4 und CD28 Moleküle und somit potentiell die T-Zellaktivität des 
Donors zu hemmen. Die Inaktivierung der CD4 und CD28 Gene erfolgte durch 
antisense Oligonukleotide (AONs, gerichtet gegen murines CD4, Zielexon 8, und 
murines CD28, Zielexon 3) und durch small interfering RNAs (siRNA, gerichtet gegen 
humanes CD4). Um eine hohe Bindungsaffinität und Nukleaseresistenz zu erhalten, 
wurden 2`-O-Methyl-Phosphorothiosulfat RNA-Oligonukleotide (PTO-AON) 
eingesetzt. Zur effizienten und sicheren Einschleusung (Transfektion) der 
Oligonukleotide in die Zielzellen wurden Nanopartikel verwendet.  
Zunächst wurde die Wirkung  
- der verwendeten Transfektionsreagenzien (Polyethylenimin (PEI) und Ibafect) 
und 
- der AONs und siRNA 
auf die Proliferation und den Zellzyklus von PBMCs sowie auf die Expression von CD4 
und CD28 untersucht. Die Ergebnisse lassen sich wie folgt zusammenfassen: 
- Die Transfektion von nicht funktionellen, sequenzunabhängigen AONs in 
PBMCs mittels Nanopartikeln führte abhängig von dem verwendeten 
Transfektionsreagenz zu einer Hemmung (PEI) oder Stimulation (Ibafect) der 
Proliferation. 
- Die Transfektion von nicht funktionellen, sequenzunabhängigen siRNAs 
bewirkte eine Hemmung der Proliferation. Dieser Effekt war bei PEI stärker 
ausgeprägt als bei dem Transfektionsreagenz Ibafect. 
- Zellzyklusanalysen wiesen einen deutlichen Zusammenhang zwischen der 
beobachteten Proliferationshemmung und einem Zellzyklus-Arrest auf. 
- Eine verminderte Expression der murinen Oberflächenmoleküle CD4 und CD28 
erfolgte nach Gabe zweier funktioneller AONs mit spezifischer Sequenz. Auf 
molekularer Ebene konnte ein exon skipping nachgewiesen werden. In murinen 
Milzzellen ließ sich durch diese beiden funktionellen AONs die Produktion der 
pro-inflammatorischen Zytokine Interferon γ (IFNγ) und Tumornekrosefaktor α 
(TNFα) hemmen.  
- Eine human-spezifische AON und entsprechende siRNA bewirkten ebenso eine 
verringerte CD4 Expression. 
Aufbauend auf diesen in vitro Experimenten wurden in vivo zwei Applikationsschemata 
gewählt: 
1. Ex vivo Behandlung: Das Transplantat (Knochenmark und Milz) der 
Spendermaus wurde mit den funktionellen AONs bzw. der funktionellen siRNA 
inkubiert und anschließend in die bestrahlte Empfängermaus i.v. injiziert 
(allogen, transgen). 
2. In vivo Behandlung: Das Transplantat der Spendermaus wurde unbehandelt in 
die bestrahlte Empfängermaus i.v. injiziert und anschließend erfolgte eine i.p. 
Applikation der AONs (allogen). 
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Die Ergebnisse lassen folgende Aussagen zu: 
1. Ex vivo Behandlung: Insbesondere die kombinierte Behandlung mit a-CD4 und 
a-CD28 AONs zeigte im murinem allogenen GvHD Modell einen signifikant 
positiven Effekt auf das Überleben sowie die Krankheitssymptome der 
Versuchstiere. Der positive Effekt konnte ebenso durch eine Reduktion von pro-
inflammatorischen Zytokinen und einer verminderten Expression der CD4 und 
CD28 mRNA bestätigt werden.  
Ähnlich wie das allogene Modell zeigte auch das CD4 transgene Modell (TTG) 
positive Effekte hinsichtlich des Überlebens und der Verringerung pro-
inflammatorischer Zytokine auf Transkriptebene. 
2. In vivo Behandlung: Die Behandlung mit a-CD4 AON führte zu einem 
verlängerten Überleben und einer Abnahme pro-inflammatorischer Zytokine 
(IFNγ, TNFα) gegenüber den Kontrollgruppen. Im Vergleich zu den ex vivo 
durchgeführten Versuchen kam es jedoch zu einem früheren Versterben sowie 
einem Auftreten von Aszites.  
Anschließend erfolgten Studien zur Lokalisation (Biodistribution) der Nanopartikel-
Nukleinsäure-Komplexe und die Untersuchung von Blutseren auf allgemeine Leber- 
und Nieren-toxische Schäden. Sie führten zu folgenden Ergebnissen: 
1. Unabhängig von der Applikationsart (i.p. und i.v.) befanden sich nach 24h die 
Komplexe hauptsächlich in der Lunge.  
2. Ebenfalls ließen sich relevante Mengen im Knochenmark und im Dünndarm der 
transplantierten Tiere nachweisen. Diese beiden Gewebe sind besonders 
interessant für therapeutische Ansätze zur Behandlung einer aufkommenden 
GvHD. 
3. Unabhängig von einer Komplexierung (AON ± PEI) wurde ein Anstieg der 
Aspartat-Aminotransferase (lebertoxischer Parameter) und Glukose 
beobachtet. 
Die Versuche zeigen, dass eine direkte Verabreichung von AONs in die 
Empfängertiere unter Umständen zu Aszites und Entzündungsreaktionen führt und 
somit nicht für die Behandlung einer GvHD geeignet sind. 
Eine ex vivo Behandlung hat eine Verbesserung der Symptomatik zur Folge und ist 
somit vorerst erfolgsversprechender. Sollte eine in vivo Behandlung angestrebt 
werden, sollte bedacht werden, dass die aus den ex vivo Versuchen generierten Daten 
nicht ohne weiteres auf in vivo Modelle übertragbar sind.  
Weiterhin lässt sich erkennen, dass die chemische Struktur der Oligonukleotide und 
das Transfektionsreagenz einen Einfluss auf eine mögliche Effizienz und Toxizität 
besitzen. Eine geeignete funktionelle Sequenz und verschiedene chemische 
Modifikationen der Oligonukleotide sollten daher ausreichend in Bezug zu Effizienz 
und Toxizität geprüft werden. Für den therapeutischen Erfolg ist die zielgerichtete 
Biodistribution (targeted delivery) von entscheidender Bedeutung und sollte in vivo 
evaluiert werden, bevor ein Oligonukleotid-basierter therapeutischer Ansatz in eine 
klinische Anwendung übertragen werden kann. 
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Abbildung 47: Expression der proinflammatorischen Zytokingene IL2, IL4, IL6 und CD8a in AON-transfizierten murinen 
Milzzellen. Die Milzzellen wurden für 24h mit ConA (0,5 mg/ml) stimuliert, anschließend erfolgte die Transfektion der AONs 
mittels Ibafect + MA Enhancer für 48h. Pro Zielgen wurden drei verschieden konstruierte AONs verwendet und eine 
Kombination. Die qPCR Messungen erfolgten in vierfacher Ausführung. Gezeigt ist die relative Expression und die Daten 
wurden zur Housekeeping B2M mRNA Expression normalisiert. Fold changes (Fc) wurden nach der ΔCt Methode berechnet 
und als Mittelwert ± SD dargestellt. Signifikanzen (*p < 0,05; im Vergleich zur nonsense AON Kontrolle) wurden mittels t-Test 
berechnet.     
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Abbildung 48: Analyse der Zytokin-Expression von funktionellen humanen AON und siRNA. Dargestellt ist der Vergleich zur 
stimulierten, untransfizierten Kontrolle (ΔCt). PBMCs wurden mit PHA (50 µg/ml) am Tag 0 stimuliert und anschließend die 
verschiedenen ONs mittels PEI transfiziert. Nach 2 Tagen wurden die Zellen geerntet und auf ihre Expression mittels qPCR hin 
untersucht. Diese wurden als Mittelwert ± SD dargestellt. Signifikanzen (*p < 0,05 im Vergleich zur untransfizierten Kontrolle; 
n = 2) wurden anhand eines t-Tests berechnet. 
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Abbildung 49: Übersicht des klinischen Scores im allogenen murinen ex vivo Modell. Die Kontrollen sind in gestrichelter Form 
und die Behandlungsgruppen in durchgezogener Linienform dargestellt. Die Werte wurden als MW ± SD berechnet. 
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Abbildung 50: Lymphozyten des allogenen murinen ex vivo Modells, gemessen in 103/mm3. Die Werte wurden anhand eines 
Differentialblutbilds ermittelt und direkt nach der retrobulbären Blutentnahme am Tag 5, 14, 28, 40 und am Finaltag 56 
gemessen. Tag -2 stellt die Messung von unbehandelten Tieren vor Versuchsbeginn dar. n ist die Anzahl der Tiere je 
Versuchsgruppe. 
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Abbildung 51: Granulozyten des allogenen murinen ex vivo Modells, gemessen in 103/mm3. Die Werte wurden anhand eines 
Differentialblutbilds ermittelt und direkt nach der retrobulbären Blutentnahme am Tag 5, 14, 28, 40 und am Finaltag 56 
gemessen. Tag -2 stellt die Messung von unbehandelten Tieren vor Versuchsbeginn dar. n ist die Anzahl der Tiere je 
Versuchsgruppe. 
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Abbildung 52: Monozyten des allogenen murinen ex vivo Modells, gemessen in 103/mm3. Die Werte wurden anhand eines 
Differentialblutbilds ermittelt und direkt nach der retrobulbären Blutentnahme am Tag 5, 14, 28, 40 und am Finaltag 56 
gemessen. Tag -2 stellt die Messung von unbehandelten Tieren vor Versuchsbeginn dar. n ist die Anzahl der Tiere je 
Versuchsgruppe. 
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Abbildung 53: Übersicht des klinischen Scores im transgenen ex vivo Modell. Die Kontrollen sind in gestrichelter Form und die 
Behandlungsgruppen in durchgezogener Linienform dargestellt. Die Werte wurden als MW ± SD berechnet. 
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Abbildung 54: Lymphozyten des transgenen ex vivo Modells, gemessen in 103/mm3. Die Werte wurden anhand eines 
Differentialblutbilds ermittelt und direkt nach der retrobulbären Blutentnahme am Tag 5, 14 und 26 gemessen. Tag -2 stellt 
die Messung von unbehandelten Tieren vor Versuchsbeginn dar. n ist die Anzahl der Tiere je Versuchsgruppe. n.d. nicht 
detektiert 
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Abbildung 55: Granulozyten des transgenen ex vivo Modells, gemessen in 103/mm3. Die Werte wurden anhand eines 
Differentialblutbilds ermittelt und direkt nach der retrobulbären Blutentnahme am Tag 5, 14 und 26 gemessen. Tag -2 stellt 
die Messung von unbehandelten Tieren vor Versuchsbeginn dar. n ist die Anzahl der Tiere je Versuchsgruppe. n.d. nicht 
detektiert 
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Abbildung 56: Monozyten des transgenen ex vivo Modells, gemessen in 103/mm3. Die Werte wurden anhand eines 
Differentialblutbilds ermittelt und direkt nach der retrobulbären Blutentnahme am Tag 5, 14 und 26 gemessen. Tag -2 stellt 
die Messung von unbehandelten Tieren vor Versuchsbeginn dar. n ist die Anzahl der Tiere je Versuchsgruppe. n.d. nicht 
detektiert 
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Abbildung 57: Zielgen-Expression in den Organen Milz (A) und Dünndarm (B) der Behandlungsgruppen a-CD4_AON und a-
CD4_siRNA. Dargestellt sind die Gesamtexpression des humanen Zielgens CD4 (ausgefüllte Balken) und das Splicing des CD4 
Zielgens (Punkte). Die y-Achse ist als Log10 Achse und die Werte als fold change (Mittelwert ± SD) dargestellt. Errechnet wurde 
die mRNA Expression nach der ΔCt Methode.  
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Abbildung 58: Lymphozyten des allogenen murinen in vivo Modells, gemessen in 103/mm3. Die Werte wurden anhand eines 
Differentialblutbilds ermittelt und direkt nach der retrobulbären Blutentnahme am Tag 5, 14, 26, 40 und am Finaltag 56 
gemessen. Tag -2 stellt die Messung von unbehandelten Tieren vor Versuchsbeginn dar. Die PEI-Kontrollgruppen sind farbig 
gepunktet und die Behandlungsgruppen farbig ausgefüllt dargestellt. n stellt die Anzahl der Versuchstiere/Gruppe dar. 
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Abbildung 59: Granulozyten des allogenen murinen in vivo Modells, gemessen in 103/mm3. Die Werte wurden anhand eines 
Differentialblutbilds ermittelt und direkt nach der retrobulbären Blutentnahme am Tag 5, 14, 26, 40 und am Finaltag 56 
gemessen. Tag -2 stellt die Messung von unbehandelten Tieren vor Versuchsbeginn dar. Die PEI-Kontrollgruppen sind farbig 
gepunktet und die Behandlungsgruppen farbig ausgefüllt dargestellt. n stellt die Anzahl der Versuchstiere/Gruppe dar. 
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Abbildung 60: Monozyten des allogenen murinen in vivo Modells, gemessen in 103/mm3. Die Werte wurden anhand eines 
Differentialblutbilds ermittelt und direkt nach der retrobulbären Blutentnahme am Tag 5, 14, 26, 40 und am Finaltag 56 
gemessen. Tag -2 stellt die Messung von unbehandelten Tieren vor Versuchsbeginn dar. Die PEI-Kontrollgruppen sind farbig 
gepunktet und die Behandlungsgruppen farbig ausgefüllt dargestellt. n stellt die Anzahl der Versuchstiere/Gruppe dar. 
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Abbildung 61: Durchflusszytometrische Analyse des Blutes im in vivo allogenen Tierversuch nach dem i.p. Injektionsschema 
Start am Tag 0, dreimal wöchentlich. Beispielhaft sind für ein Tier die murinen CD4+, CD25+, CD19+ und CD8+ Zellen innerhalb 
des murinen CD3+ Lymphozytengate vor der Transplantation dargestellt. Die doppelt positiven Zellen sind jeweils im rechten 
oberen Quadranten gezeigt. 
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Abbildung 62: Durchflusszytometrische Analyse des Blutes im in vivo allogenen Tierversuch nach dem i.p. Injektionsschema 
Start am Tag 0, dreimal wöchentlich. Beispielhaft sind für ein Tier die murinen CD4+, CD25+, CD19+ und CD8+ Zellen innerhalb 
des murinen CD3+ Lymphozytengate am Tag 12 (links) und Tag 24 (rechts) nach der Transplantation dargestellt. Die doppelt 
positiven Zellen sind jeweils im rechten oberen Quadranten gezeigt. 
d24 
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Abbildung 63: Transfektionsrate im Knochenmark der verschiedenen siRNA-PEI-Komplexe nach i.p.- oder i.v. Injektion (150 µl, 
10 µg siRNA, Ratio PEI:siRNA = 5:1) in CD1-Wildtypmäuse. Als Kontrolltiere wurden Mäuse mit einer NaCl-Injektion verwendet. 
Detektiert wurde mittels Durchflusszytometer nach 4h und 24h. n =3 pro Gruppe  
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Abbildung 64: Transfektionsrate in der Leber der verschiedenen siRNA-PEI-Komplexe nach i.p.- oder i.v. Injektion (150 µl, 10 
µg siRNA, Ratio PEI:siRNA = 5:1) in CD1-Wildtypmäuse. Als Kontrolltiere wurden Mäuse mit einer NaCl-Injektion verwendet. 
Detektiert wurde mittels Durchflusszytometer nach 4h und 24h. n =3 pro Gruppe * Signifikanz von p<0,05 (vs. Kontrolle, t-
Test) 
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Abbildung 65: Transfektionsrate in der Milz der verschiedenen siRNA-PEI-Komplexe nach i.p.- oder i.v. Injektion (150 µl, 10 
µg siRNA, Ratio PEI:siRNA = 5:1) in CD1-Wildtypmäuse. Als Kontrolltiere wurden Mäuse mit einer NaCl-Injektion verwendet. 
Detektiert wurde mittels Durchflusszytometer nach 4h und 24h. n =3 pro Gruppe * Signifikanz von p<0,05 (vs. Kontrolle, t-
Test) 
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Abbildung 66: Transfektionsrate im Ileum der verschiedenen siRNA-PEI-Komplexe nach i.p.- oder i.v. Injektion (150 µl, 10 µg 
siRNA, Ratio PEI:siRNA = 5:1) in CD1-Wildtypmäuse. Als Kontrolltiere wurden Mäuse mit einer NaCl-Injektion verwendet. 
Detektiert wurde mittels Durchflusszytometer nach 4h und 24h. n =3 pro Gruppe * Signifikanz von p<0,05 (vs. Kontrolle, t-
Test) 
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Abbildung 67: Transfektionsrate im Ileum der verschiedenen AON-PEI-Komplexe nach i.p.- oder i.v. Injektion (150 µl, 10 µg 
siRNA, Ratio PEI:siRNA = 5:1) in CD1-Wildtypmäuse. Als Kontrolltiere wurden Mäuse mit einer NaCl-Injektion verwendet. 
Detektiert wurde mittels Durchflusszytometer nach 4h und 24h. n =3 pro Gruppe  
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T a g e
 
Abbildung 68: Analyse von Glucose im Serum. Die Messungen erfolgten an den Tagen vor der Behandlung und am Tag 5, 12, 
26 und 40 nach der Behandlung. Als Kontrolltiere (schwarz, n = 44) wurden gesunde, unbestrahlte und unbehandelte Balb/C- 
Mäuse verwendet. Die Bestrahlungs-Kontrolle (orange, n = 24) waren bestrahlte und unbehandelte Tiere. Die unbestrahlte 
AON-Gruppe (blau, n = 5) waren nicht bestrahlte, mit 10 µg nonsense AON kontinuierlich 3mal pro Woche applizierte Mäuse. 
Unbestrahlte AON+PEI (grün, n = 5) waren nicht bestrahlte, mit 10µg nonsense AON Komplex 1:5 mit PEI und kontinuierlich 
3mal / Woche applizierte Tiere. PEI+AON, bestrahlt, ex vivo (rot, n = 19): bestrahlte und mit 10 µg nonsense AON Komplex 1:5 
mit PEI, ex vivo behandelte Tiere. Die Gruppe AON + PEI,ip,3x/w_2w (hellgrün, n = 3) wurden bestrahlt und 2 Wochen lang 3x 
die Woche mit 10µg nonsense AON:PEI Komplex (1:5)  behandelt. Die Gruppe mit dem Behandlungsschema dreimal 
wöchentlich über den gesamten Versuchsablauf wurde bestrahlt und mit 10 µg nonsense AON+PEI (1:5) injiziert (pink, n=12). 
Signifikanzen gegenüber der unbestrahlten Kontrolle sind mit Sternchen markiert (p < 0,05; t-Test). 
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Abbildung 69: Analyse von Harnstoff (A) und Kreatinin (B) im Serum. Die Messungen erfolgten an den Tagen vor der 
Behandlung und am Tag 5, 12, 26 und 40 nach der Behandlung. Als Kontrolltiere (schwarz, n = 44) wurden gesunde, 
unbestrahlte und unbehandelte Balb/C-Mäuse verwendet. Die Bestrahlungs-Kontrolle (orange, n = 24) waren bestrahlte und 
unbehandelte Tiere. Die unbestrahlte AON-Gruppe (blau, n = 5) waren nicht bestrahlte, mit 10 µg nonsense AON kontinuierlich 
3mal pro Woche applizierte Mäuse. Unbestrahlte AON+PEI (grün, n = 5) waren nicht bestrahlte, mit 10µg nonsense AON 
Komplex 1:5 mit PEI und kontinuierlich 3mal / Woche applizierte Tiere. PEI+AON, bestrahlt, ex vivo (rot, n = 19): bestrahlte 
und mit 10 µg nonsense AON Komplex 1:5 mit PEI, ex vivo behandelte Tiere. Die Gruppe AON + PEI,ip,3x/w_2w (hellgrün, n = 
3) wurden bestrahlt und 2 Wochen lang 3x die Woche mit 10µg nonsense AON:PEI Komplex (1:5)  behandelt. Die Gruppe mit 
dem Behandlungsschema dreimal wöchentlich über den gesamten Versuchsablauf wurde bestrahlt und mit 10 µg nonsense 
AON+PEI (1:5) injiziert (pink, n=12). Signifikanzen gegenüber der unbestrahlten Kontrolle sind mit Sternchen markiert (p < 
0,05; t-Test). 
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Abbildung 70: Analyse von Lactatdehydrogenase (A) und Albumin (B) im Serum. Die Messungen erfolgten an den Tagen vor 
der Behandlung und am Tag 5, 12, 26 und 40 nach der Behandlung. Als Kontrolltiere (schwarz, n = 44) wurden gesunde, 
unbestrahlte und unbehandelte Balb/C-Mäuse verwendet. Die Bestrahlungs-Kontrolle (orange, n = 24) waren bestrahlte und 
unbehandelte Tiere. Die unbestrahlte AON-Gruppe (blau, n = 5) waren nicht bestrahlte, mit 10 µg nonsense AON kontinuierlich 
3mal pro Woche applizierte Mäuse. Unbestrahlte AON+PEI (grün, n = 5) waren nicht bestrahlte, mit 10µg nonsense AON 
Komplex 1:5 mit PEI und kontinuierlich 3mal / Woche applizierte Tiere. PEI+AON, bestrahlt, ex vivo (rot, n = 19): bestrahlte 
und mit 10 µg nonsense AON Komplex 1:5 mit PEI, ex vivo behandelte Tiere. Die Gruppe AON + PEI,ip,3x/w_2w (hellgrün, n = 
3) wurden bestrahlt und 2 Wochen lang 3x die Woche mit 10µg nonsense AON:PEI Komplex (1:5)  behandelt. Die Gruppe mit 
dem Behandlungsschema dreimal wöchentlich über den gesamten Versuchsablauf wurde bestrahlt und mit 10 µg nonsense 
AON+PEI (1:5) injiziert (pink, n=12). Signifikanzen gegenüber der unbestrahlten Kontrolle sind mit Sternchen markiert (p < 
0,05). 
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 Kenntnisse 
 
Molekularbiologische Methoden sehr gute Kenntnisse 
Zellkultur (murin, human)  sehr gute Kenntnisse 
Transfektion und Transduktion  sehr gute Kenntnisse 
von Immunzellen   
Herstellung lentiviraler Vektoren sehr gute Kenntnisse 
qRT PCR   sehr gute Kenntnisse 
Durchflusszytometer  erweiterte Kenntnisse 
Tierexperimentelles Arbeiten an  erweiterte Kenntnisse 
Mäusen, i.p./i.v. Applikation 
Biophysikalische Methoden erweiterte Kenntnisse 
Mikrobiologische, protein-   sehr gute Kenntnisse 
chemische Methoden 
Erstellung von Präsentationen  sehr gute Kenntnisse 
und Vorträgen (englisch)   
Microsoft Office, Fachsoftware  sehr gute Kenntnisse 
(z.B. GraphPadPrism, SnapGene,  
FACS Diva)   
Englisch                    erweiterte Kenntnisse,  
      kommunikationsfähig 
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